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I. RESUMEN 
 
En México, las micosis superficiales afectan al 10% de la población. El tratamiento 
convencional consiste en el uso de fármacos tópicos (i.e. clotrimazol). Sin embargo, la 
limitante más importante que presentan es su pobre penetración en la piel, además del 
riesgo de aparición de resistencias. El empleo de productos naturales (i.e. aceites 
esenciales) es una práctica difundida en México y se ha reportado que los aceites 
esenciales (AE) contienen componentes activos contra algunos microorganismos, 
específicamente, hongos. En este estudio, ha sido propuesto el uso tópico de 
nanopartículas (NP), orientado a incrementar la absorción de los activos en piel. En una 
primera etapa, se incorporaron los AE de Magnolia grandiflora (AE-Mg), Thymus 
vulgaris (AE-Tv) y Origanum vulgare (AE-Ov) en nanocápsulas (NC). Las NC 
presentaron un tamaño de ≈200 nm, con un porcentaje de eficiencia de encapsulación de 
28.82% para NC-Tv, de 22.89% para NC-Ov y, por último, 13.62% para NC-Mg. Se 
evaluó el efecto citotóxico de los AE libres e incorporados en las NC contra la línea 
celular HaCaT. Se obtuvieron los valores de IC50: 51.03, 117.63 y > 200 µg/mL, para 
AE-Ov, AE-Tv y AE-Mg, respectivamente y 60.26, >120 y >200 µg/mL para sus 
respectivas formulaciones de NC. En una segunda etapa, se realizaron estudios in vitro 
de permeación en piel de cerdo con los AE libres y en NC hasta por 24 horas. Se 
estableció que propiedades fisicoquímicas de los compuestos presentes en los AE, así 
como, propiedades relacionadas con las NC están involucrados en la penetración de 
compuestos en la piel. Para evaluar la actividad antifúngica de AE-Tv y AE-Ov libres y 
en NC se adaptó la técnica poisoned food con seis cepas de hongos dermatofitos. Se 
estableció una CMI de 175 y 125 ppm para AE-Tv y AE-Ov, mientras que para las NP 
con AE incorporado se demostró la actividad antifúngica de ambas formulaciones 
contra, al menos, cuatro de las seis cepas de hongos dermatofitos. Finalmente, se 
obtuvieron NP catiónicas, aniónicas y neutras cargadas con clotrimazol (CLT) y se 
realizaron estudios in vitro de permeación en piel de cerdo y la técnica tape stripping. Se 
observó que las NP con carga positiva mostraron una atracción por la superficie de la 
piel, favoreciendo la liberación del CLT sobre la superficie de la piel. Esta investigación 
abre expectativas para la optimización del tratamiento tópico de enfermedades fúngicas. 
ABSTRACT 
 
In Mexico, superficial mycoses affect to 10% of the population. The conventional 
treatment involves the administration of topical drugs (i. e. clotrimazole). Nevertheless, 
these kind of drugs present some remarkable drawbacks as poor skin penetration and 
risk of the emergence of drug-resistant strains. The use of natural products (i. e. essential 
oils) is a practice widely known in Mexico and it has been reported that essential oils 
(EO) have active compounds against some microorganisms, specifically fungi. In this 
study, the topical use of nanoparticles to increase the skin absorption of the actives has 
been proposed. In a first phase, the EO of Magnolia grandiflora (EO-Mg), Thymus 
vulgaris (EO-Tv) and Origanum vulgare (EO-Ov) were incorporated in nanocapsules 
(NC). The NC presented a size of ≈200 nm, with an encapsulation efficiency of 28.82% 
for NC-Tv, 22.89% for NC-Ov and 13.62% for NC-Mg. The cytotoxic effect of the free- 
and encapsulated-EO was evaluated on the cell line HaCaT. The IC50 values were: 51.03, 
117.63 and > 200 µg/mL, for EO-Ov, EO-Tv and EO-Mg, respectively, and, 60.26, 
>120 y >200 µg/mL for their respective formulations of NC. In a second phase, in vitro 
permeation studies on pig skin were performed for evaluating the free- and 
encapsulated-EO up to 24 h. The results shown physicochemical that properties of the 
compounds in the EO and characteristics of NC were involved in the absorption of the 
compounds into the skin. For evaluating the antifungal activity of EO-Tv and EO-Ov 
free and encapsulated in NC, the poisoned food technique was adapted using six 
dermatophyte fungal strains. Minimal Inhibition Concentration was established, for EO-
Tv was 175 ppm and for EO-Ov was 125 ppm. Both formulations of NP loaded with EO 
presented antifungal activity, at least on four strains. Finally, cationic, anionic and 
neutral NP were prepared to incorporate clotrimazole (CLT). The formulations were 
evaluated by in vitro permeation studies on pig skin and tape stripping technique. The 
results indicated that particles positively charged can be attracted to the skin surface in 
order to improve release of CLT into skin surface. This study displays new expectations 
for the optimization of the topical treatment in fungal diseases.  
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II. INTRODUCCIÓN 
 
En México, las micosis superficiales constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y 
afectan al 10% de la población. El tratamiento convencional de las micosis superficiales 
es con fármacos del tipo de los azoles (i.e. clotrimazol CLT). Este grupo de fármacos 
antimicóticos tienen un amplio espectro de acción, no obstante, la limitante más 
importante que presentan es su pobre penetración en los tejidos afectados, además de la 
posible aparición de cepas farmacorresistentes. El empleo de productos naturales (i.e. 
aceites esenciales) es una práctica difundida en México y se ha reportado que los aceites 
esenciales (AE) contienen componentes activos contra algunos microorganismos, 
específicamente, hongos. Las nanopartículas poliméricas (NP) han sido propuestas como 
vectores de principios activos debido a que presentan algunas ventajas, entre las que 
destacan, la protección al principio activo y su capacidad para controlar la liberación del 
activo dentro del rango terapéutico deseado. En este contexto, en el presente trabajo se 
propuso el desarrollo de formulaciones de NP biodegradables con AE y la evaluación 
tanto de su actividad antimicótica in vitro, como de su nivel de penetración en piel de 
cerdo, a fin de obtener una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las micosis 
superficiales. Primeramente, en el Capítulo 1, se reporta el desarrollo de formulaciones 
de NP cargadas con AE (AE-Ov, AE-Tv y AE-Mg), las cuales fueron caracterizadas 
fisicoquímicamente. Posteriormente, para determinar si los AE y sus respectivas 
formulaciones eran seguras para una administración tópica, se realizó la evaluación 
citotóxica empleando la línea celular HaCaT. En el Capítulo 2, para conocer el efecto 
antifúngico de los AE y sus formulaciones de NC, se detalla la adaptación de la técnica 
poisoned food con seis cepas de dermatofitos. Así mismo, se determinó si el AE y sus 
formulaciones tienen la capacidad de penetrar en la piel, mediante un ensayo in vitro de 
permeación en piel de cerdo. Por último, en el Capítulo 3, tomando como referencia un 
antimicótico modelo (CLT), se reporta el desarrollo de tres formulaciones de NP 
(catiónicas, aniónicas y neutras) cargadas con CLT, las cuales fueron caracterizadas 
fisicoquímicamente. Con la finalidad de establecer si existe una relación directa entre la 
penetración del CLT y la densidad de carga superficial de las NP, se realizó un estudio 
in vitro de permeación con piel de cerdo y la técnica tape stripping. 
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III. ANTECEDENTES 
 
1. Micosis superficiales 
 
Las dermatomicosis o micosis superficiales son infecciones que se caracterizan porque 
el hongo invade las capas externas de la epidermis, el pelo y las uñas (Vilata 2006a). De 
acuerdo al agente causal de la infección, estas micosis se dividen en dermatofitosis, 
pitiriasis versicolor y candidiasis.  
 
Específicamente, las dermatofitosis son causadas por hongos denominados dermatofitos, 
los cuales tienen la capacidad de invadir tejidos queratinizados produciendo lesiones 
popularmente conocidas como “tiñas”. Generalmente, la denominación de las 
infecciones causadas por dermatofitos refiere a la localización anatómica involucrada en 
la infección, por ejemplo, tinea barbae (tiña de la barba y el bigote), tinea capitis (tiña 
del cuero cabelludo, las cejas y pestañas), tinea corporis (tiña de la piel lampiña), tinea 
cruris (tiña de la ingle), tinea manuum (tiña de la mano), tiena pedís (tiña de los pies) y 
tinea unguium (tiña de las uñas) (Molina 2011.).  
 
Las dermatomicosis son las infecciones superficiales y cutáneas fúngicas más comunes 
en el hombre. Este tipo de infecciones son causadas por hongos filamentosos 
pertenecientes a las especies de los generos: Thrichphyton, Epidermophyton y 
Microsporum. Estos hongos filamentosos tienen afinidad por la queratina, la cual es uno 
de los componentes principales del pelo, las uñas y la piel; de hecho, estos sitios son 
considerados como áreas primarias de infección por dermatofitos (Borgers et al. 2005). 
En el área clínica, el agente etiológico más frecuentemente implicado es T. rubrum, 
seguido de T. mentagrophytes y M. canis; la distribución del resto de las especies varía 
en función de la localización geográfica (Gupta et al. 1998). Se estima que este tipo de 
padecimientos, afectan del 20-25% de la población mundial, mientras que en México 
afectan al 10% de la población y esta incidencia continúa creciendo constantemente 
(Vena et al. 2012; Manzano-Gayosso 2008; Kim et al. 2015).   
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1.1. Estrategias en el tratamiento de las micosis superficiales 
 
El tratamiento convencional de las micosis superficiales es con fármacos tipo azoles. 
Dentro de esta clasificación los compuestos más utilizados en la actualidad son los 
imidazoles (clotrimazol, ketoconazol, miconazol) y los triazoles (fluconazol, 
itraconazol), mismos que se caracterizan por la presencia en su estructura química de un 
anillo azólico de 5 átomos (Figura 1). Estos compuestos actúan sobre las membranas 
celulares fúngicas al inhibir la enzima citocromo P450 14-alfa-desmetilasa fúngica. Ello 
da lugar a la formación de una membrana anormal tanto desde el punto de vista 
morfológico como funcional (Fernández et al. 2005). 
 
Particularmente, este grupo de fármacos antimicóticos tienen un amplio espectro de 
acción, no obstante, la limitante más importante que presentan es su pobre penetración 
en los tejidos afectados, además de la posible aparición de resistencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Específicamente, el clotrimazol (CLT) fue descrito por primera vez en 1969 y es un azol 
relativamente no tóxico con un amplio espectro de actividad antifúngica (Solich et al. 
2002). Durante el tratamiento con CLT, en algunos casos, este fármaco no muestra 
efectividad contra el hongo, genera efectos secundarios y tasas elevadas de reincidencia 
de la infección. Dentro de los efectos adversos del CLT se encuentran: función hepática 
Figura 1. Estructura química de los azoles. 
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anormal, náuseas y vómitos, con respecto a su administración oral e irritación y escozor 
de la piel cuando su aplicación es tópica. El tratamiento tópico del CLT, con frecuencia 
es el más recurrido comparado con la administración oral de fármacos en el tratamiento 
de infección micóticas cutáneas debido a que, el CLT es prácticamente insoluble en agua 
y sus niveles de absorción son bajos cuando este es administrado vía oral (Paradkar et al. 
2015). Sin embargo, este fármaco presenta una limitante con respecto a su aplicación 
tópica, la cual es una pobre penetración en las lesiones; lo anterior está relacionado con 
su coeficiente de partición (Log Ko/w = 4.1). Esta propiedad es uno de los factores 
determinantes para lograr concentraciones óptimas de fármaco en la superficie de la piel 
(Vilata 2006b; Marwah et al. 2016). 
 
2. Estructura de la piel 
 
La piel es uno de los órganos más extensos en el cuerpo humano. Dentro de sus 
funciones primarias se encuentra la función como barrera contra peligros presentes en el 
medio ambiente, tales como: la radiación ultravioleta, los daños físicos y químicos y los 
microorganismos. La piel está estructurada en tres capas principales: epidermis, dermis e 
hipodermis (Figura 2). 
 
Epidermis: es la capa más externa de la piel, posee un grosor entre 0.05-1 mm 
dependiendo de la parte del cuerpo donde se encuentre. Posee tres poblaciones 
principales de células: queratinocitos, melanocitos y células de Langerhans. Los 
primeros son las células predominantes en la epidermis y son producidos en la lámina 
basal de la piel para después pasar por un proceso de maduración, diferenciación y 
migración hacia la superficie de la piel. El tiempo de tránsito de los queratinocitos de la 
capa basal a la superficie de la piel (estrato córneo) es alrededor de los 14 días. El estrato 
córneo es la capa más externa de la epidermis y actúa principalmente como una barrera.   
 
Dermis: muchos tipos de células residen en la dermis incluyendo fibroblastos, 
macrófagos, mastocitos y células inmunes circulantes. La dermis es responsable de la 
elasticidad, la flexibilidad y la resistencia a la tracción de la piel. Además, proporciona 
 
5 
protección contra daños mecánicos, retención de agua y ayuda en la regulación térmica. 
La dermis contiene y soporta los receptores de estímulos sensoriales y es un elemento 
clave en la cicatrización de heridas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hipodermis: está compuesta principalmente de tejido adiposo, que aísla al cuerpo y 
sirve como una fuente de energía de reserva. Así mismo, amortigua y protege a la piel y 
es compatible con nervios, vasos sanguíneos y vasos linfáticos (Maibach y Honari 2014). 
 
2.1. Transporte de principios activos a través de la piel 
 
El estrato córneo funciona como una membrana compacta capaz de limitar el proceso de 
penetración y actúa como una barrera de difusión pasiva. La integridad del estrato 
córneo y la concentración de fármaco aplicada son aspectos importantes que determinan 
los perfiles de penetración de los fármacos en la piel. Las rutas pasivas a través de las 
cuales los fármacos pueden atravesar el estrato córneo son la intercelular, la transcelular 
y por apéndices (Figura 3) (Beck et al. 2011). 
 
Figura 2. Estructura de la piel. 
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Intercelular: este tipo de transporte se da a través de la solubilización del compuesto 
activo en los lípidos extracelulares los cuales se encuentras dispuestos estructuralmente 
en bicapas. 
 
Transcelular: este tipo de transporte se da a través de los corneocitos y las bicapas 
lipídicas. Dentro de estas últimas, el transporte puede llevarse a través dos vías: vía 
lipídica (difusión a través de la matriz lipídica) y vía polar (difusión a través de grupos 
con cabeza polar). 
 
Por apéndices: este tipo de transporte se da a través de las glándulas sudoríparas o 
folículos pilosos. Estos apéndices representan solo el 0.1 – 1.0% del área superficial de 
la piel y, en años recientes, ha surgido un interés por el direccionamiento de moléculas a 
través de estas estructuras, particularmente, el direccionamiento folicular. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Mecanismos de transporte a través de 
la piel a) intercelular, b) transcelular y c) por 
apéndices. 
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2.2. Formulaciones para su administración tópica 
 
El direccionamiento de moléculas a través de la piel se logra mediante la modificación 
estructural del principio activo o mediante la reformulación del vehículo que lo contiene. 
La modificación estructural del principio activo incluye la optimización de propiedades 
fisicoquímicas tales como el tamaño, lipofilicidad y carga. Para la modificación de las 
formulaciones con principio activo, se ha enfocado en el uso de formas de dosificación 
basadas en partículas/vesículas, un ejemplo de ello son: las micropartículas, los 
liposomas y las nanopartículas, entre otros (Benson y Watkinson 2011).  
 
Maheshwari et al. realizaron dos formulaciones (etosomas y liposomas) para la 
liberación transdermal de CLT.  Las formulaciones de etosomas y liposomas mostraron 
un tamaño de partícula de 132 y 121 nm, respectivamente. Durante los estudios de 
permeación en piel de rata, se determinó el flujo de permeación transdérmico en estado 
estacionario del CLT y se obtuvieron valores de 56.24 µg/cm2/h para la formulación de 
etosomas y de 50.16 µg/cm2/h para a formulación de liposomas. Los investigadores 
concluyeron que las formulaciones a base de etosomas poseían mejores propiedades con 
respecto a la formulación con liposomas, esto al presentar mejor solubilidad, retención y 
adaptabilidad en las bicapas lipídicas de la piel. Sin embargo, atribuyeron dichas 
propiedades a la presencia de un solvente en su formulación (etanol). Otro dato 
importante es que no presentaron estudios que respalden el tiempo de estabilidad de 
dichas formulaciones (Maheshwari et al. 2012). 
 
Por otra parte, Kumari y Kesavan desarrollaron una microemulsión de CLT con una 
cubierta de quitosano. La microemulsión presentó un tamaño de partícula de 22 nm y 
una población homogénea. Los resultados obtenidos en los estudios de permeación en 
piel de rata mostraron que la microemulsión cubierta con quitosano presentaba una 
liberación controlada uniforme. Además, en los estudios de retención en piel, se observó 
que la formulación con la capa de quitosano (≈ 70µg/mg), mostró mayor retención en 
comparación con formulaciones sin esta capa (≈ 35µg/mg), por lo tanto, se atribuyó este 
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comportamiento a la naturaleza mucoadhesiva del quitosano y a los excelentes puntos de 
contacto entre la formulación y la carga negativa de la piel (Kumari y Kesavan 2017).  
 
Esposito, et al. realizaron una formulación de nanopartículas lipídicas cargadas con CLT 
que mostraron una distribución bimodal, con una población principal de 120 nm y una 
menos representativa de 297 nm. Durante los estudios de permeación, realizados sobre 
una membrana de nylon (poro de 0.2 µm), observaron que los rangos de difusión (49.37 
µg/cm2) eran similares a los obtenidos con una formulación comercial de Canesten® 
(50.32 µg/cm2) durante 7 horas. Esta similitud la atribuyeron a la baja viscosidad de las 
formulaciones, considerada como el factor limitante de la difusión, aún sobre el tipo de 
nanoestructura. Además, se estableció que la formulación de nanopartículas lipídicas fue 
más activa contra Candida albicans con respecto al fármaco puro, ya que la formulación 
mostró una disminución del crecimiento de la levadura de hasta un 65.3% con respecto 
al control. Finalmente, los autores asumieron que esa actividad antifúngica estaba dada 
por la nanoestructura ya que permite la penetración del CLT a través de las paredes 
celulares inhibiendo la síntesis del ergosterol (Esposito et al. 2013). 
 
3. Productos naturales con actividad antimicrobiana 
 
El empleo de plantas medicinales es parte de una muy difundida tradición empírica en 
nuestro país que está apoyada en elementos culturales arraigados. La Organización 
Mundial de la Salud (OMS) reconoce y estimula el gran valor de las plantas medicinales 
en la atención primaria de millones de personas y considera que el 80% de la población 
mundial utiliza estos recursos como principal fuente de atención primaria en sus 
problemas de salud (Álvarez et al. 2005). Las plantas contienen compuestos cuya 
actividad resulta ser favorable para combatir algunos microorganismos como parásitos, 
bacterias y hongos. Los aceites esenciales son un buen ejemplo de productos naturales 
que contienen una gama extensa de compuestos que poseen este tipo de actividades 
biológicas. 
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3.1. Aceites esenciales 
 
Los aceites esenciales son líquidos aromáticos provenientes del material vegetal de una 
planta (flores, semillas, hojas, frutos, corteza y raíces) (Burt 2004). El total de contenido 
de aceite esencial en plantas generalmente es muy bajo, menor al 1% (Pengelly 2004).  
 
Los aceites esenciales son una mezcla compleja de compuestos de bajo peso molecular 
(normalmente menores de 500 Daltons), mismos que son extraídos por destilación a 
vapor, hidrodestilación y extracción por solvente (Raut y Karuppayil 2014). Estos 
contienen aproximadamente 100 compuestos, aunque existen algunos que pueden 
contener entre 20 y 60. Los compuestos encontrados en los aceites esenciales son de 
diferente naturaleza química, entre los cuales predominan los terpenos; la mayoría de 
estos son hidrocarbonos, derivados oxigenados y algunos de ellos podrían contener 
nitrógeno o sulfuro (Thormar 2011).  
 
No obstante, para poder ser utilizados como agentes antimicrobianos aún presentan 
ciertas limitaciones entre las que se encuentran: i) elevada tasa de degradación y 
reactividad química de los compuestos presentes, ii) baja solubilidad en agua que limita 
su aplicación biológica y iii) corto tiempo de bioactividad debido a su carácter volátil 
(Wattanasatcha et al. 2012).  Por lo tanto, es necesario utilizar alternativas tecnológicas 
que protejan al aceite esencial y faciliten su correcta administración sin perder sus 
propiedades antifúngicas.  
 
Por otra parte, para conocer el potencial terapéutico de los productos naturales, su 
evaluación microbiológica presenta ciertas limitaciones. Actualmente, no existe un 
procedimiento establecido de forma general para evaluar la actividad antifúngica de 
productos naturales contra cepas de hongos dermatofitos. A pesar de los diversos 
reportes, modificaciones y adaptaciones para la determinación de la actividad 
antifúngica de productos naturales, es difícil comparar las técnicas o los resultados 
obtenidos en cada una de ellas debido a la gran variabilidad metodológica aplicada para 
evaluar este tipo de moléculas activas. 
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3.2. Evaluación in vitro de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales 
 
Las pruebas de susceptibilidad se realizan con el fin de comparar la actividad inhibitoria 
de los principios activos contra diferentes cepas de microorganismos y detectar posible 
resistencia a los mismos. Sin embargo, la evaluación de aceites esenciales como agentes 
antimicrobianos aún presentan ciertas limitaciones relacionadas principalmente con sus 
propiedades fisicoquímicas. Para superar estas limitantes, una alternativa es la 
evaluación antifúngica mediante la técnica poisoned food. 
 
Metodología poisoned food. Esta técnica consiste en emplear cultivos de cinco días de 
crecimiento, los cuales son perforados asépticamente con un sacabocados estéril (7 mm 
de diámetro). Los discos de micelio son puestos en una placa de agar gelificado que ha 
sido previamente preparada por impregnación a la concentración deseada del activo a 
45-50 °C. Las placas son incubadas a 26 °C y el diámetro de la colonia es medido para 
establecer la inhibición del crecimiento micelial (Das et al. 2010). 
 
Marwah et al. utilizaron la técnica poisoned food para evaluar la actividad antifúngica 
del aceite esencial de Plectranthus cylindraceus. Se realizaron las evaluaciones con 
cuatro especies de dermatofitos: T. rubrum (ATCC 28188), T. mentagrophytes (ATCC 
18748), M. gypseum (ATCC 24102) y M. canis (ATCC 36299). La metodología 
consistió en mezclar diferentes cantidades del aceite esencial y el agente tensoactivo 
(polisorbato 20, al 0.01%, p/p) para, posteriormente, ser adicionados al medio de cultivo 
de agar papa dextrosa (PDA) con Polisorbato a 0.01 %. Las concentraciones del aceite 
esencial estuvieron en un rango de 125-500 µg/mL. Posteriormente, las placas fueron 
inoculadas con discos de micelio (con un diámetro de 5 mm) de cultivos de siete días de 
previo crecimiento. Posterior a tres días, se observó la completa inhibición de las cepas 
T. rubrum (ATCC 28188), M. gypseum (ATCC 24102) y M. canis (ATCC 36299) a una 
concentración de 250 µg/mL. La actividad antifúngica del aceite de P. cylindraceus se 
atribuyó a la presencia de carvacrol, un monoterpeno oxigenado que posee un grupo 
hidroxilo en posición meta, al que se le ha atribuido una actividad bactericida y 
fungicida de amplio espectro (Marwah et al. 2007). 
 
11 
4. Nanoencapsulación de compuestos biológicamente activos 
 
Para ser utilizados como agentes antimicrobianos los aceites esenciales aun presentan 
ciertas limitantes relacionadas con sus propiedades fisicoquímicas, tales como su 
solubilidad, volatilidad, reactividad química y degradación. Por lo tanto, es necesario 
buscar un vehículo o acarreador que proteja y facilite su administración y posterior 
liberación en el sitio de acción y, además, sin modificar sus propiedades 
antimicrobianas.   
 
Debido a esto, surge la necesidad de incorporar dichas moléculas bioactivas en vehículos 
adecuados que aseguren su entrega al sitio de acción. Los medios convencionales para la 
administración tópica de principios activos incluyen el uso de vehículos tales como 
ungüentos, cremas, geles y en años recientes el uso de nanoemulsiones y nanopartículas 
(Kayser et al. 2005; Brown et al. 2008). 
 
En años recientes, se ha propuesto el uso de la tecnología de la encapsulación para el 
diseño de procesos de formulación que mejoren la estabilidad, solubilidad y liberación 
de compuestos activos utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia 
(Ponce et al. 2010). Un ejemplo de este tipo de tecnologías es la incorporación de 
activos en sistemas coloidales, entre los que destacan las nanopartículas poliméricas 
(NP).  
 
4.1. Nanopartículas poliméricas 
 
Estos sistemas coloidales de uso farmacéutico poseen una forma esférica y su tamaño 
fluctúa en un rango de 1-600 nm. Además, presentan una estructura matricial o capsular 
polimérica que puede atrapar, encapsular o adsorber fármacos (Figura 4). En estos 
coloides poliméricos pueden incorporarse diferentes tipos de fármacos de carácter 
hidrofóbico o hidrofílico y orientarlos hacia un tejido o una célula diana.  
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Las nanopartículas (NP) pueden prepararse de distintos materiales, tales como proteínas, 
polisacáridos y polímeros sintéticos. La selección de la matriz de estos materiales es 
dependiente de algunos factores entre los cuales se encuentran: a) el tamaño requerido 
de las nanopartículas; b) las propiedades inherentes del fármaco encapsulado, por 
ejemplo, solubilidad y estabilidad; c) las características superficiales deseadas en la 
nanopartícula, como carga y permeabilidad; d) el grado de degradabilidad y 
biocompatibilidad; e) el perfil de liberación del fármaco, f) la antigenicidad del producto 
final y g) la vía de administración (Mohanraj y Chen 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Una de las técnicas más empleadas para la preparación de NP es la técnica de 
nanoprecipitación (Figura 5). Esta técnica también es llamada desplazamiento del 
solvente o deposición interfacial y fue propuesta por Fessi et al. (1989).  
 
La técnica de nanoprecipitación consiste en preparar una fase orgánica que contiene un 
solvente miscible en agua, un polímero (sintético o natural) y el principio activo. Por 
otra parte, se prepara la fase acuosa que consiste en un solvente (generalmente agua) o 
una mezcla de ellos suplementados con un surfactante. En el método de 
nanoprecipitación, las NP son obtenidas como una suspensión coloidal formada a través 
de la lenta adición de la fase orgánica a la fase acuosa, todo esto a temperatura ambiente 
y con agitación moderada constante (Fessi et al. 1989; Mora-Huertas et al. 2010).   
 
 
 
 
Figura 4. Estructura de las nanopartículas poliméricas: a) matricial y b) capsular. 
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4.2. Incorporación de aceites esenciales en nanopartículas poliméricas 
 
La importancia de la incorporación de aceites esenciales en nanopartículas poliméricas 
radica en prevenir cambios químicos significativos en el aceite esencial durante su 
almacenamiento y manipulación. Estos cambios pueden deberse a la elevada volatilidad 
y descomposición de los componentes del aceite esencial. Los principales factores que 
influyen en la degradación de los aceites esenciales son: la exposición directa al calor, la 
humedad y el oxígeno.  
 
La encapsulación de los aceites esenciales aumenta la estabilidad física de los mismos, 
además de protegerlos de cualquier interacción con el medio ambiente. Por 
consecuencia, su encapsulación disminuye la volatilidad e incrementa la bioactividad y 
liberación controlada (Grumezescu 2016). 
 
Flores et al. evaluaron la eficacia antifúngica de nanoemulsiones y nanocápsulas que 
contenían aceite esencial de Melaleuca alternifolia en un modelo de onicomicosis. La 
evaluación se realizó mediante dos ensayos in vitro de uña infectada con T. rubrum. Se 
concluyó que las nanocápsulas mostraron una actividad antifúngica mayor en todos los 
ensayos, observando un menor crecimiento del hongo por área (mm2) comparado con las 
nanoemulsiones. El estudio mostró evidencia sobre la importancia del uso de las NP 
empleadas para mejorar la efectividad de los principios activos (Flores et al. 2013). Por 
Figura 5. Técnica de nanoprecipitación. 
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otra parte, Hosseini et al. desarrollaron una formulación de NP de quitosano cargadas 
con aceite esencial de orégano. Las NP presentaron una distribución regular y una forma 
esférica. Los estudios de liberación in vitro de la formulación de nanopartículas 
mostraron de forma inicial un efecto burst (liberación de gran cantidad del activo de 
forma rápida), seguido de una lenta liberación controlada (Hosseini et al. 2013). 
 
5. Evaluación de la permeación y penetración de principios activos en la piel 
 
El objetivo de los estudios de permeación cutánea es entender y/o predecir la liberación 
y penetración de una molécula activa a través de la superficie de la piel. Los métodos 
más empleados para el estudio de la permeación cutánea de activos son los métodos in 
vitro e in vivo, siendo los primeros los que representan las técnicas más difundidas. Los 
métodos in vitro son aquellos realizados en un ambiente artificial, fuera del cuerpo o del 
organismo, mientras que, los métodos in vivo son aquellos realizados directamente en un 
organismo vivo (Hadgraft y Guy 1989).  
 
En cuanto a métodos in vivo, uno de los más empleados es el método de espectroscopía 
de infrarrojo por transformada de Fourier y reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), el 
cual permite calcular directamente el contenido de agua en la piel (Takahashi 2002). 
Singla et al. observaron el efecto de la modulación de un gradiente de calcio sobre la 
absorción percutánea del ácido nicotínico, un fármaco hidrofílico, en ratas. La 
espectroscopía de ATR-FTIR fue empleada para determinar los cambios de 
conformación de los lípidos de la piel. Concluyeron que la modificación en el gradiente 
de calcio disminuye considerablemente la permeación del ácido nicotínico en la piel de 
rata (Singla et al. 2002).  
 
Uno de los métodos in vitro más representativos para obtener información de la 
interacción fármaco-piel es el método de difusión en celdas de Franz. Desde su 
desarrollo en 1975, es el principal método utilizado para evaluar la permeación 
transdérmica de fármacos. Este dispositivo consta de un compartimento receptor, un 
compartimento donador y una membrana de difusión que se coloca entre los dos 
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compartimentos (Figura 6). Es importante indicar que como estudio complementario 
para determinar la progresión de un fármaco a través del estrato córneo es primordial la 
información obtenida con la técnica de tape stripping (Villarino y Landoni 2006; Pareja 
2004; Faulí 1995). Los datos obtenidos con ambas técnicas son determinantes para 
elucidar la capacidad de penetración-permeación de un fármaco en la piel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En los métodos in vitro se utilizan, tanto piel animal o humana, como membranas 
artificiales (piel artificial). Tomando en cuenta la limitada disponibilidad de obtener piel 
humana, aunado a la creciente necesidad de evaluar productos dérmicos (farmacéuticos 
o cosméticos), se ha promovido la búsqueda de modelos alternativos de evaluación 
tópica. Algunas especies actualmente en uso son el ratón, la rata calva, el hámster, la 
víbora, el cerdo y la vaca. Sin embargo, las diferencias en el espesor del estrato córneo, 
el número de capas de corneocitos, la densidad del pelo, el contenido de agua, el perfil 
de lípidos y la morfología hacen que la piel animal sea más permeable que la humana. 
No obstante, al comparar los resultados de varias especies, la piel humana encuentra una 
mayor similitud con el tejido de la piel de cerdo (Ehrhardt y Kim 2008; Schmook et al. 
2001). 
Figura 6. Celda de Franz modificada 
empleada para la determinación de 
estudios de permeación transdérmica 
en piel de cerdo. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 
 
En México, las micosis superficiales constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y 
afectan al 10% de la población. El tratamiento convencional de las micosis superficiales 
consiste en fármacos tipo azol. Aunque este grupo de antimicóticos tienen un amplio 
espectro de acción, la limitante más importante que presentan es su pobre penetración en 
los tejidos afectados, además de la posible aparición de cepas de dermatofitos 
farmacorresistentes. El empleo de plantas medicinales es una práctica muy difundida en 
México, ya que se ha reportado que las plantas contienen principios activos cuya 
actividad resulta ser favorable para combatir algunos microorganismos, como los 
hongos. Por otra parte, se han desarrollado nuevos sistemas de administración, 
liberación y direccionamiento controlado de principios activos. En particular, las 
nanopartículas poliméricas han sido propuestas como vectores farmacéuticos de 
principios activos debido a que presentan algunas ventajas remarcables, entre las que 
destacan, la protección que brindan al principio activo y su capacidad para controlar la 
liberación del activo de forma efectiva dentro del rango terapéutico deseado. En este 
contexto, en el presente trabajo se propone la encapsulación de principios activos 
provenientes de plantas en nanopartículas biodegradables. Estos vectores podrían 
funcionar como excelentes reservorios del principio activo, ya que se ha reportado que 
son capaces de favorecer la residencia y la penetración de moléculas en las diferentes 
capas de la piel y con ello optimizar su efecto terapéutico. Considerando los principios 
activos provenientes de plantas y el empleo de las nanopartículas, ambos podrían ser 
utilizados en conjunto como una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las 
micosis superficiales. 
 
V. HIPÓTESIS 
 
Las nanopartículas biodegradables sirven como reservorio de los aceites esenciales a fin 
de aumentar su retención y penetración como una posible alternativa para mejorar el 
tratamiento de las micosis superficiales.  
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VI. OBJETIVO GENERAL 
 
Desarrollar formulaciones de NP biodegradables con aceites esenciales y evaluar tanto 
su actividad antimicótica in vitro, como su nivel de penetración en piel de cerdo a fin de 
obtener una posible alternativa para mejorar el tratamiento de las micosis superficiales. 
 
VII. OBJETIVOS PARTICULARES 
 
• Obtener los aceites esenciales de Magnolia grandiflora, Thymus vulgaris y 
Origanum vulgare por el método de hidrodestilación y realizar su caracterización 
física en función de su índice de refracción, actividad óptica y densidad relativa. 
 
• Caracterizar químicamente los aceites esenciales por Cromatografía de Gases 
acoplado a Espectrometría de Masas y Cromatografía de Gases con Detector de 
Ionización a la Flama (FID) para determinar los compuestos huella presentes. 
 
• Estandarizar la técnica de nanoprecipitación para obtener nanopartículas 
biodegradables de ≈ 200 nm cargadas con los aceites esenciales y caracterizar las 
formulaciones en función de su tamaño, índice de polidispersidad y contenido de 
compuestos activos. 
 
• Evaluar la actividad antimicótica de los aceites esenciales libres y encapsulados 
contra cepas de hongos dermatofitos (Tricophytum rubrum, Microsporum canis, 
y Epidermophyton floccosum). 
 
• Evaluar el nivel de penetración en piel de cerdo de los aceites esenciales, de 
forma libre e incorporado en las nanopartículas, a través de un estudio in vitro de 
permeación. 
 
• Evaluar la citotoxicidad de los aceites esenciales, de forma libre e incorporados 
en las nanopartículas, en la línea celular de queratinocitos humanos HaCaT. 
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CAPÍTULO 1. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 
NANOCÁPSULAS BIODEGRADABLES CON TRES ACEITES 
ESENCIALES Y EVALUACIÓN DE SU ACTIVIDAD CITOTÓXICA 
EN LA LÍNEA CELULAR HaCaT 
 
RESUMEN 
 
Los aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare y Magnolia grandiflora, 
han sido utilizados como agentes con actividad biológica. Estos aceites esenciales fueron 
incorporados en nanocápsulas poliméricas y se evaluó su efecto citotóxico, en la línea 
celular HaCaT. Como resultado, se obtuvieron tres formulaciones de nanocápsulas, una 
para cada aceite esencial incorporado, y presentaron un diámetro de ≈ 200 nm. Las 
formulaciones fueron estables por un periodo de 3 meses. Los estudios de citotoxicidad 
mostraron valores de IC50 de 51.03, 117.63 y > 200 µg/mL, para los aceites esenciales 
de O. vulgare, T. vulgaris y M. grandiflora, respectivamente, y de 53.21, >120 y >200 
µg/mL, para sus respectivas formulaciones de nanocápsulas. La incorporación de aceites 
esenciales en nanocápsulas, disminuyó su efecto citotóxico, lo cual puede deberse a que 
las nanocápsulas se comportaron como un reservorio de los mismos. Se obtuvieron 
formulaciones de nanocápsulas cargadas con aceites esenciales con un elevado potencial 
para ser administradas de forma segura en el tratamiento de infecciones tópicas. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La piel es la barrera primaria entre el medio ambiente interno y externo; además, provee 
una protección contra microorganismos y daños químico, mecánico y ambiental 
(Vaughn et al. 2015). Así mismo, la piel humana proporciona una barrera efectiva para 
la permeación de un gran número de principios activos, siendo el estrato córneo (capa 
más superficial) la barrera principal de los activos tópicos aplicados (Williams y Barry 
1989). Por otro lado, prolongar la residencia y/o acumulación de principios activos en la 
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superficie de la piel, resulta interesante para efecto de deposición tópica de activos, sin 
los efectos colaterales que se dan en la aplicación sistémica. Se ha propuesto el uso de 
nanopartículas (NP) como vehículos tópicos, para favorecer la residencia de activos en 
el estrato córneo (Sahle et al. 2017; Balzus et al. 2017).  
 
Previamente, se reportó que NP ≈ 200 nm depositadas en la superficie del estrato córneo 
son incapaces de penetrarlo. Álvarez-Román et al. determinaron la distribución de NP 
(20-200 nm) no biodegradables, fluorescentes a base de poliestireno a través de piel de 
cerdo. Las formulaciones se administraron sobre la piel de cerdo y se observó su 
distribución en las estructuras de la piel a tres diferentes tiempos: 0.5, 1 y 2 horas. Se 
estableció que la acumulación de las NP era preferencialmente en las aberturas 
foliculares y que esta distribución aumentaba de manera tiempo-dependiente. Además, 
se concluyó que las NP no eran capaces de penetrar más allá del estrato córneo (Alvarez-
Román et al. 2010). Por otra parte, Wu et al. estudiaron la deposición de tres 
formulaciones de NP ≈100 nm en piel de cerdo: a) poliestireno amino-funcionalizado 
PS-NH3+ (catiónicas), b) poliestireno carboxil-funcionalizado PS-CO2 (aniónicas) y c) 
poli-(L-láctico) PLL- (aniónicas). Se estableció que las NP catiónicas se depositaban y 
concentraban en la superficie del estrato córneo, mientras que las dos formulaciones 
aniónicas, solo presentaron poca evidencia de su retención en la superficie de la piel. 
Además, las formulaciones de NP no presentaron una penetración más allá de la 
superficie del estrato córneo. Se concluyó que las NP cargadas superficialmente ofrecen 
una ventaja para la liberación de compuestos activos en el estrato córneo (Wu et al. 
2010). 
 
A pesar de que numerosos estudios han demostrado el potencial de las NP como 
acarreadores tópicos de activos, no se han establecido estudios sistemáticos para evaluar 
la toxicidad de estas NP en la piel (Robbens et al. 2010). Kuskov et al. evaluaron la 
citotoxicidad de una formulación de NP a base del polímero poly-N-vinilpirrolidona 
contra una línea celular derivada de cáncer de mama (MCF-7). Se estableció que el 
empleo del polímero poly-N-vinilpirrolidona como formador de NP, permite la 
obtención de formulaciones no citotóxicas y con un gran potencial para ser aplicadas de 
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forma segura como sistemas de liberación de fármacos (Kuskov et al. 2016). Así mismo, 
Facchi et al. evaluaron una formulación de NP a base de quitosano-N-modificado 
cargadas con curcumina contra dos líneas celulares: una línea celular sana derivada de 
mono verde africano (VERO) y una línea celular de cáncer cervical (SiHa). Los estudios 
de citotoxicidad indicaron que la cantidad de curcumina, ya sea dispersada y/o 
encapsulada en las NP, podría incrementar su biocompatibilidad hacia las células VERO 
y, al mismo tiempo, podría aumentar ligeramente la citotoxicidad en la línea celular 
SiHa (Facchi et al. 2016). 
 
Por otro lado, el modelo de células de queratinocitos humanos HaCaT con 
determinación colorimétrica MTT ha sido propuesto para la evaluación de efectos 
citotóxicos de metales (Ermolli et al. 2010), polímeros (Kucekova et al. 2014) y 
tensoactivos (Sanchez et al. 2006a). Este modelo de HaCaT se realiza con queratinocitos 
de origen humano y posee características similares de crecimiento y diferenciación 
celular (Ryle et al. 1989). Hasta el momento no se han realizado estudios de toxicidad de 
NP utilizando esta línea celular. Establecer la ausencia de toxicidad en queratinocitos es 
crucial para la aplicación de NP como vehículo de principios activos tópicos (Abu-
Darwish et al. 2013).   
 
En años recientes, ha sido evidenciada la actividad biológica de aceites esenciales 
provenientes de plantas (Grecco Sdos et al. 2014). Específicamente, se ha comprobado 
que los aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare y Magnolia 
grandiflora presentan importantes actividades biológicas, entre las que destacan la 
antibacteriana, la antifúngica y la antioxidante, entre otras (Vági et al. 2005; Bozin et al. 
2006; Dorman y Deans 2000; Aazza et al. 2014; Guerra-Boone et al. 2013). 
Actualmente, para su uso como agentes terapéuticos, se ha propuesto su incorporación 
en formulaciones de NP con la finalidad de superar ciertas limitantes relacionadas con la 
elevada degradación o reactividad química de sus componentes, su limitada solubilidad 
en agua y su corto tiempo de disponibilidad como activos biológicos debido a su 
volatilidad (Wattanasatcha et al. 2012). De Oliveira et al. desarrollaron una formulación 
para la incorporación del aceite esencial de Lippia sidoides en NP de alginato y goma de 
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anacardo. Se obtuvieron partículas de 223-399 nm, con una eficiencia de encapsulación 
por encima del 55 %. Finalmente, los perfiles de liberación de las formulaciones 
indicaron que las NP son un sistema de liberación potencial con una tasa de liberación 
adecuada. Se concluyó que la formulación de NP posee interesantes propiedades y un 
gran potencial para ser usada como un larvicida contra el mosquito A. aegipty (De 
Oliveira et al. 2014). 
  
En relación a su toxicidad, existen reportes en los cuales se evalúa la toxicidad de aceites 
esenciales para ser administrados de forma tópica y segura. Park et al. evaluaron dos de 
los componentes fenólicos mayoritarios presentes en Magnolia sp, el magnolol y el 
honokiol. El efecto citotóxico de ambos compuestos fue determinado por MTT en la 
línea celular HaCaT. Se estableció una toxicidad menor al 30% con el magnolol a una 
concentración menor a 10 µg/mL. Por su parte, el honokiol presentó una citotoxicidad 
de 52% a una concentración de 5 µg/mL. Se concluyó que ambos compuestos poseen 
relativamente bajos efectos citotóxicos y, además, se sugirió la posibilidad de incluirlos 
de forma segura como agentes tópicos para el tratamiento del acné (Park et al. 2004). 
Cabral et al. evaluaron la citotoxicidad del aceite de Juniperus communis subsp. alpina 
(Suter) Čelak en queratinocitos HaCaT a través del ensayo de MTT. La evaluación de la 
viabilidad celular no mostró una citotoxicidad significativa en las células HaCaT en un 
rango de concentraciones entre 0.32 y 0.65 µL/mL. Se concluyó que es posible 
determinar la dosis del aceite esencial de J. communis subsp. alpina con un bajo efecto 
perjudicial en queratinocitos, además se propuso que los aceites esenciales podrían ser 
útiles en estudios clínicos (Cabral et al. 2012). En este contexto, el objetivo del presente 
estudio fue establecer el efecto citotóxico de los aceites esenciales de T. vulgaris, O. 
vulgare y M. grandiflora, libres e incorporados en formulación de NP, contra una línea 
celular de queratinocitos humanos HaCaT para determinar su potencial uso en 
formulaciones tópicas. 
 
 
 
 
 
22 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Obtención y caracterización de los aceites esenciales. Los aceites esenciales de T. 
vulgaris (AE-Tv), O. vulgare (AE-Ov) y M. grandiflora (AE-Mg) se obtuvieron por 
hidrodestilación en un equipo Clevenger durante 4 h. El aceite esencial recuperado se 
almacenó protegido de la luz a -4ºC.  
 
Cromatografía de Gases. Se utilizó un cromatógrafo de gases con detección de 
ionización de flama (CG-FID) (Clarus 480 GC, Perkin Elmer, Massachusetts, USA) con 
una columna capilar Elite-5 (30m x 0.32mm x 0.25µm). Para el AE-Tv y el AE-Ov se 
preparó una curva de calibración a partir de soluciones patrón de tres estándares: ο-
cimeno, γ-terpineno y timol y se utilizó el 4-alilanisol como estándar interno (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA). Los tres compuestos fueron seleccionados por ser 
componentes mayoritarios en los AE-Tv y AE-Ov. El programa de temperatura 
empleado fue: 50 ºC incrementando 6 ºC/min hasta 117 ºC por 3 min y después 
incrementar de 45 ºC/min hasta 289 ºC por 1 min. Para el AE-Mg, se utilizaron los 
estándares β-pineno, camfor y bornil acetato, utilizando el mismo estándar interno. El 
programa de temperatura empleado fue: 60 ºC por 20 min y después se incrementó 11 
ºC/min hasta 280 ºC por 1 min. Para los tres aceites esenciales, la temperatura del 
inyector y detector fue de 250 ºC. El flujo del gas acarreador (helio 99.999% de pureza) 
fue de 2 mL/min y la proporción del Split 1:05.  
 
Cromatografía de Gases Espectrometría de Masas (CG-EM). Se utilizó un cromatógrafo 
de gases Agilent Technologies 6890N (St. Clara, CA, USA), con una columna (30 m x 
0.25mm x 0.2) y acoplado a un espectrómetro de masas selectivo, 5973 INERT 
(HP5MS). La temperatura de la fuente de ionización fue 230 °C, la temperatura del 
cuadrupolo fue de 150 °C y la temperatura del inyector 220 °C. Para cada corrida, el 
programa de temperatura del horno del CG fue: 35 °C por 9 min, incrementando 3 °C 
/min hasta 150 °C por 10 min; después se incrementó 10 °C /min hasta 250 °C y, 
finalmente, se incrementó 3 °C /min hasta 270 °C por 10 min. El flujo del gas acarreador 
(helio, 99.999% de pureza) fue de 2 mL/min. La energía de ionización fue de 70 eV. Las 
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muestras fueron inyectadas en modo splitless. El volumen de inyección de cada muestra 
fue de 2 µL de cada solución de aceite esencial a una concentración de 2 mg/mL en 
diclorometano. El EM fue empleado en modo de barrido. Los componentes de los 
aceites esenciales fueron identificados por comparación de sus índices de retención 
relativos con los n alcanos C8–C20 (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) y por 
comparación de su espectro de masas con los datos de referencia de la librería US 
National Institute of Standards and Technology (NIST) (Adams 2001).  
 
Obtención y caracterización de las nanocápsulas con aceite esencial incorporado. Para 
la obtención de las nanocápsulas (NC) cargadas con los aceites esenciales se utilizó la 
técnica de nanoprecipitación propuesta por Fessi et al. (1989). Esta técnica consiste en 
incorporar, en agitación constante, una fase orgánica que contiene el polímero 
biodegradable Ɛ- policaprolactona (PCL) (PM: 10 000, Fluka, Saint Quentin Fallavier, 
FR) y 18 mg del aceite esencial a una fase acuosa con un agente tensoactivo Lutrol F127 
NF (Mississauga, CA). La suspensión de NC obtenida se sometió a diálisis por 3 h a 
temperatura ambiente y se utilizó una membrana de celulosa regenerada Spectra-Por 
(California, USA). Una vez obtenidas las NC se caracterizaron en función de su tamaño 
e índice de polidispersididad (IP) y densidad de carga superficial (Ψz) por 
espectroscopía de correlación fotónica (Zeta Nano ZS90, Malvern Instruments, 
Worcestershire, UK). Finalmente, la estabilidad de las formulaciones de NC fue 
determinada mediante el monitoreo del tamaño de partícula a través del tiempo. Las 
formulaciones de NC fueron almacenadas a temperatura ambiente, en obscuridad y las 
lecturas se realizaron semanalmente durante 12 semanas. 
 
Eficiencia de encapsulación. El porcentaje de eficiencia de encapsulación del aceite 
esencial se determinó de forma directa. La solución dializada de NC fue centrifugada a 
55228 x g por 2.5 h (Allegra 64R Centrifuge, Beckman-Coulter, EE.UU.). El paquete 
obtenido de NC fue desecado con Na2SO4 anhidro (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) y el contenido de aceite esencial se extrajo con metanol. El contenido de aceite 
esencial incorporado en las NC fue cuantificado por CG-FID empleando las condiciones 
cromatográficas antes mencionadas. Posteriormente, la eficiencia de encapsulación del 
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aceite esencial, se determinó en base a: [(T – t) / T] X 100, en donde T es la cantidad 
total de aceite esencial presente en la fase orgánica y t es la cantidad de aceite esencial 
no encapsulado. 
 
Cultivo celular. Queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT fueron cultivados en 
medio DMEM (4.5 g/L glucosa) suplementado con 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamina, 
100 U/mL de penicilina y 100 U/mL de estreptomicina a 37ºC, 5% CO2. Las células 
HaCaT fueron cultivadas periodicamente en frascos de cultivo de 75 cm2 (TPP Techno 
Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) y tripsinizadas usando tripsina-EDTA 
cuando las células alcanzaran aproximadamente un 80 % de confluencia. La línea celular 
fue obtenida de Eucellbank (Universitat de Barcelona, España). El medio Dulbecco´s 
Modified Eagle´s (DMEM), el medio RPMI 1640, el suero fetal bovino (SFB), la 
solución L-glutamina (200 mM), solución tripsina–EDTA (170,000 U/L trypsin and 0.2 
g/L EDTA) y la solución penicilina–estreptomicina (10,000 U/mL penicillin and 10,000 
U/mL streptomycin) fueron comprados en Lonza (Verviers, Belgium). 
 
Ensayo de MTT. El ensayo de MTT (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-bromuro 
de tetrazolio) está basado en el protocolo descrito por primera vez por Mossmann 
(1983). En este ensayo, las células vivas reducen la sal de tetrazolio en insolubles 
cristales púrpura de formazán. Después de 24 h de exposición de los diferentes 
tratamientos en las células HaCaT (AE-Tv, AE-Ov, AE-Mg, AE-Tv, NC-Ov, NC-Mg y 
NP sin aceite esencial) fue removido el tratamiento contenido en el medio. Después, se 
adicionó a cada pozo 100 µL de MTT, diluido 1:10 en PBS (5 mg/mL) en medio libre de 
SFB y rojo fenol. Una vez que las placas fueron incubadas por 3 h, el medio les fue 
removido. Los productos púrpura de formazán fueron disueltos mediante la adición de 
100 µL de DMSO (Sigma-Aldrich) a cada pozo. Las placas fueron agitadas por 10 min 
en un agitador de microplacas a temperatura ambiente y la absorbancia resultante de 
cada una de las soluciones fue leída a 550 nm usando un lector de microplaca Bio-Rad 
550. La viabilidad celular fue calculada como el porcentaje de la reducción de sal de 
tetrazolio por las células viables en cada muestra contra un control celular no tratado 
(células solo con medio de cultivo). 
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Ensayo de captación del rojo neutro. Basado en el protocolo descrito por Borenfreund y 
Puerner (1985), el ensayo de captación del rojo neutro (CRN) se llevó a cabo siguiendo 
la exposición de las células a los mismos tratamientos usados en el ensayo de MTT. Las 
células HaCaT fueron incubadas 3 h con una solución del colorante RN (50 µg/mL) 
disuelto en medio libre de SFB y rojo fenol. Después las células fueron lavadas con PBS 
y para la extracción del colorante, se adicionaron 100 µL de una solución que contenía 
50 % (v/v) de etanol absoluto y 1 % (v/v) de ácido acético en agua destilada. Las placas 
fueron agitadas por 10 min hasta la completa disolución del colorante. La absorbancia de 
la solución fue leída a 550 nm usando un lector de placas Bio-Rad 550. El efecto de cada 
tratamiento fue calculado como el porcentaje de captación del colorante RN (rojo 
neutro) por los lisosomas contra un control celular no tratado (células solo con medio de 
cultivo). 
 
Ensayo de fototoxicidad. Este ensayo se realizó usando la línea celular HaCaT como 
modelo in vitro de predicción de fototoxicidad cutánea. La línea celular HaCaT fue 
cultivada por 24 h hasta la formación de monocapas. Dos placas de 96-pocillos fueron 
pre-incubadas durante 1 h con seis duplicados de AE-Ov, AE-Tv, AE-Mg, NC-Tv, NC-
Ov y NC-Mg a dos diferentes concentraciones en medio libre de SFB y rojo fenol. 
Tomando como referencia resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, una 
placa de cada tratamiento fue expuesta a una dosis de luz UVA (2.5 J/cm2), mientras 
tanto la otra placa se almacenó en obscuridad. La irradiación UVA se obtuvo usando una 
lámpara L-D 15 W/10 UVA (Royal Philips Electronics, The Netherlands), con un rango 
de espectro de 315-400 nm. Posteriormente, el tratamiento presente en cada uno de los 
pocillos fue reemplazado con medio de cultivo y, después de 24 h, la viabilidad celular 
se determinó mediante el ensayo de CRN. La CRN es determinada después de 3 h de 
incubación a 550 nm usando un lector de microplaca BioRad 550. La viabilidad celular 
obtenida con cada muestra fue comparada con los controles no tratados (no irradiados) y 
el porcentaje de inhibición fue calculado. Para predecir el potencial citotóxico, es 
necesario comparar la viabilidad celular obtenida en presencia y ausencia de radiación 
UVA.  
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Determinación de Interleucina-1α. De forma inicial fue necesario poner en contacto las 
células con los tratamientos (AE-Ov y NC-Ov). Después de esta exposición, el medio se 
recuperó, se centrifugó y se usó para la determinación de la IL-1α extracelular (IL-
1α liberada). Posteriormente, las monocapas de queratinocitos fueron lavadas con PBS, 
después lisadas en 300 µL de Tritón X-100 en PBS al 0.5 % (v/v) y la solución 
resultante fue centrifugada y usada para la determinación de la IL-1α intracelular (IL-
1α asociada a la célula). Ambas IL-1α liberada y asociada a la célula fueron 
determinadas usando un kit ELISA IL-1α siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Diaclone Research, France). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Preparación y caracterización de las nanocápsulas con aceites esenciales 
  
En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterización fisicoquímica de las 
formulaciones con los aceites esenciales incorporados: NC-Tv, NC-Ov y NC-Mg. Se 
observó un diámetro de partícula ≈ 200 nm, previamente ha sido reportado que NP de ≈ 
130 nm no son capaces de penetrar la piel y además se concentran principalmente en 
folículos pilosos y en tejido cerca de estos (Shim et al. 2004).  
 
 
Característica 
fisicoquímica 
Determinación 
 NC-Tv NC-Ov NC-Mg 
Diámetro de partícula 172.3 ± 3.9 168.8 ± 3.7 173.2 ± 8.1 
Polidispersidad 0.097 ± 0.02 0.135 ± 0.01 0.123 ± 0.03 
Potencial Z (mV) −8.06 −5.00 −7.65 
 
Las formulaciones de NC presentaron un IP menor a 0.13 lo que indica una distribución 
homogénea de las poblaciones de NC presentes en cada una de las formulaciones. Con 
respecto a la evaluación del Ψz, las estructuras coloidales mostraron valores negativos, 
Tabla 1. Parámetros fisicoquímicos de las formulaciones de NC con aceites esenciales 
incorporados (media ±DE; n=3). 
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esto es consistente con la naturaleza aniónica del polímero (Mattu et al. 2013). 
Resultados similares han sido descritos en literatura con NC de PCL cargadas con 3-
benzofenona (protector solar), demostrando que es posible la deposición del protector 
solar en la superficie de la piel por un tiempo prolongado (Marcato et al. 2011).  
 
Porcentaje de eficiencia de encapsulación de los aceites esenciales  
 
En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la determinación del porcentaje de 
encapsulación de los aceites esenciales incorporados en las NC. La eficiencia de 
encapsulación fue relativamente baja, considerando que la técnica de nanoprecipitación 
permite elevadas eficiencias de encapsulación de principios activos, hasta un 70 % de 
eficiencia de encapsulación (Mora-Huertas et al. 2011). Sin embargo, tomando en 
cuenta la naturaleza de nuestras muestras (aceites esenciales), los resultados obtenidos 
concuerdan con lo reportado por Hosseini, et. al. en donde desarrollaron una 
formulación de nanopartìculas de quitosano cargadas con aceite esencial de orégano. En 
dicho estudio se estableció un porcentaje de eficiencia de encapsulación en un rango de 
5.45% a 24.72% (Hosseini et al. 2013). 
 
 
 Eficiencia de encapsulación (%) 
Compuesto NC-Tv NC-Ov NC-Mg 
ο-cimeno 99.9 ± 5.9 – – 
γ-terpineno 13.7 ± 2.3 26.1 ± 6.2 – 
Timol 17.3 ± 1.2 25.9 ± 2.8 – 
β-pineno – – 14.8 ± 0.9 
Camfor – – 7.9 ± 0.6 
Bornil acetato – – 14.5 ± 0.9 
 
 
 
 
Tabla 2. Porcentaje de eficiencia de encapsulación de aceite esencial incorporado en las 
formulaciones de NC (media ±DE; n=3). 
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Estabilidad física  
 
En la Figura 1 se muestra el diámero de las tres formulaciones de NC cargadas con 
aceite esencial, el cual fue monitoreado durante 12 semanas. Se observó que el diámetro 
de las partículas no presentó variaciones significativas (t de Student´s p <0.05) durante el 
tiempo de evaluación, por lo que se puede decir que las tres formulaciones son estables 
físicamente por al menos 12 semanas. Es importante mencionar que existen diferentes 
factores que pueden afectar la estabilidad de los sistemas nanoencapsulados (i.e. 
composición polimérica y condiciones de almacenamiento). La estabilidad de las NC 
está directamente relacionada con la cristalinidad, hidrofobicidad y tasa de degradación 
del polímero formador. En otras palabras, polímeros con elevada cristalinidad e 
hidrofobicidad pueden presentar tasas de degradación mas lentas (Lemoine et al. 1996). 
Específicamente, la PCL (polímero formador de NC) es semi-cristalina, hidrofóbica y 
presenta una tasa de degradación lenta, lo cual favorece la estabilidad de las NC 
cargadas con los tres aceites esenciales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estabilidad coloidal de las formulaciones de NC con aceite esencial 
incorporado (media ±DE; n=3). 
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Determinación de la citotoxicidad 
 
Los ensayos de citotoxicidad celular se encuentran entre los bioensayos más 
comúnmente usados para predecir la toxicidad de principios activos en diversos tejidos 
(Sanchez et al. 2004). El ensayo de MTT permite la medición de la actividad metabólica 
celular a través del compartimento mitocondrial. Por otra parte, el ensayo de CRN mide 
la integridad de la membrana, a través de la difusión del colorante RN en la membrana 
celular intacta para ser acumulado dentro de los lisosomas (Marquis et al. 2009). En la 
Figura 2 se muestran los resultados para la determinación de la citotoxicidad a) mediante 
MTT y b) mediante CRN, tanto para los aceites esenciales libres como incorporados en 
las NC. En el ensayo de MTT, se observa que para el caso de AE-Mg (Fig. 2aA), la 
viabilidad celular es mayor al 80 % con concentraciones entre 12.5-200 µg/mL. Para 
AE-Tv (Figura 2aB), la viabilidad celular disminuye a 40 % con la mayor concentración 
evaluada (120 µg/mL). Se observa un efecto dosis dependiente, donde a medida que se 
aumenta la concentración de aceite esencial, hay una disminución en el porcentaje de 
viabilidad celular. En el caso de AE-Ov (Figura 2aC), la viabilidad se ve disminuida 
hasta un 10% cuando se utiliza 100 µg/mL, además se observó el mismo efecto dosis 
dependiente. Cuando los aceites son encapsulados en formulaciones de NC, se observó 
que en el caso de NC-Mg y NC-Tv (Figura 2aA,B), la viabilidad celular es favorecida, 
llega a ser de 100% en el rango de concentraciones de 12.5-200 µg/mL. Este 
comportamiento fue más evidente para el AE-Tv, en donde la encapsulación mejora la 
viabilidad celular hasta en un 50%. En el caso de NC-Ov (Figura 2aC), la viabilidad 
celular disminuye a 24 % con la mayor concentración evaluada (100 µg/mL). En otras 
palabras, la encapsulación del aceite tiene un menor efecto sobre la viabilidad celular, 
conservando la relación inversamente proporcional, a mayor concentración de NC-Ov, 
menor será la viabilidad celular. En la prueba de CRN (Figura b), se confirma este 
comportamiento para el AE-Ov (Figura 2bC) de forma libre y encapsulado NC-Ov 
(Figura 2bC). Sin embargo, la viabilidad celular aumenta en un 50% cuando el aceite se 
encuentra incorporado en NC (NC-Ov), esto a la mayor concentración evaluada (100 
µg/mL). Con respecto a este mismo ensayo (CRN), para AE-Mg y AE-Tv (Figura 
2bA,B), la viabilidad celular que presentaron fue de 30-40%. Por último, para las 
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formulaciones de NC-Mg y NC-Tv (Figuras 2bA, 2bB), al igual que en el ensayo de 
MTT, nuevamente la viabilidad celular se ve favorecida al permanecer constante en un 
rango de 80-100 % para las cinco concentraciones evaluadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es posible que los aceites esenciales tengan un efecto citotóxico debido a su 
composición química. Se sabe que tanto el AE-Tv como el AE-Ov, están conformados 
por compuestos de diferente naturaleza química, entre los que destacan monoterpenos y 
sesquiterpenos alifáticos y oxigenados. Además, para ambos aceites los componentes 
mayoritarios son: ο-cimeno, γ-terpineno y timol (Velázquez-Dávila et al. 2017). Sertel, 
et al. determinaron la citoxicidad de aceite de T. vulgaris (de 0.54 µg/mL hasta 18 
mg/mL) en una línea celular de carcinoma UMSCCI. Se atribuyó el efecto citotóxico 
principalmente al timol. Además, también se consideró que dicho efecto puede ser 
favorecido por la presencia de otros componentes del aceite esencial en bajos 
porcentajes (Sertel et al. 2011). Por lo tanto, es importante tomar en cuenta que el timol 
está presente de forma abundante en ambos aceites esenciales. Los resultados del ensayo 
de MTT sugieren, específicamente, que tanto el AE-Tv como el AE-Ov interactúan de 
forma temprana con el compartimento mitocondrial, por consecuencia afectan la 
a) 
b) 
Figura 2. Ensayo de viabilidad celular, MTT (a) y CRN (b) para los aceites esenciales Ov, Tv, Mg 
(AE) libres e incorporados en (NC) sobre las tasas de supervivencia de la línea celular HaCaT (media 
±DE; n=3). 
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actividad metabólica celular, específicamente su capacidad de supervivencia y 
proliferación celular. 
 
Por su parte, el ensayo de CRN indica que la membrana plasmática es afectada en menor 
grado (Nogueira et al. 2013). Los valores de viabilidad celular fueron favorecidos 
cuando los aceites esenciales se encontraban incorporados en las NC. Existen reportes 
que indican que la incorporación de activos en las NP, permite una liberación controlada 
del principio activo (Ephrem et al. 2014). De esta forma, es posible que la liberación 
controlada de los componentes presentes en los aceites esenciales, pudieran estar siendo 
liberados paulatinamente a concentraciones no tóxicas durante el tiempo de contacto con 
la línea celular HaCaT. De esta forma se puede decir que las NC modulan la liberación 
del compuesto tóxico encapsulado, disminuyendo su disposición. Tomando en cuenta lo 
mencionado anteriormente, los efectos citotóxicos que presentaron estas formulaciones 
de NC pudieran deberse a la presencia de timol incorporado en las mismas (Tabla 2). 
Cabe mencionar que la formulación de NC-Ov fue la que presentó porcentajes de 
viabilidad más bajos para ambos ensayos (MTT y CRN) con respecto a la formulación 
NC-Tv. Esto puede estar relacionado con la cantidad de timol presente en la 
formulación, ya que de forma inicial en su composición el AE-Ov presenta una mayor 
cantidad de timol (79 %) con respecto al AE-Tv (43 %). 
 
El potencial citotóxico de los aceites esenciales tanto libres como los incorporados en las 
NC fue evaluado mediante el ensayo de MTT en la línea celular HaCaT. En la Tabla 3 
se muestran los resultados obtenidos, en donde, el AE-Ov y el AE-Tv presentan valores 
de IC50 de 51.03 y 117.63 µg/mL respectivamente, cuando estos son expuestos de forma 
libre a la línea celular HaCaT. Estos valores coinciden con los de Özkan et al. quienes 
determinaron una IC50 de 53.09 µg/mL para el compuesto timol y 149.12 g/mL para el 
aceite esencial de Origanum onites (Lamiaceae), esto fue evaluado en una línea celular 
de hepática HepG2. Se estableció que el aceite esencial resultó menos tóxico que el 
timol (componente del aceite esencial) por sí mismo (Özkan y Erdoğan 2011). Esto 
coincide con lo mencionado anteriormente, en donde el AE-Ov, con respecto al AE-Tv, 
presenta un porcentaje muy elevado de timol en su composición química. Los valores 
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IC50 se ven favorecidos al incorporar los aceites en NC presentando 53.21 y >120 µg/mL 
respectivamente. Respecto al AE-Mg, este no presentó una diferencia en sus valores de  
IC50 cuando este aceite era expuesto a la línea celular, tanto de forma libre como 
incorporado en NC (>200 µg/mL). 
 
 
 
Formulación IC50 (µg/mL) 
AE-Ov* 51.03 ± 7.2 
AE-Tv* 117.63 ± 8.3 
AE-Mg >200 
NC-Ov* 53.21 ± 8.25 
NC-Tv >120 
NC-Mg >200 
 
Ensayo de fototoxicidad 
 
Se ha demostrado que la línea celular HaCaT permite distinguir compuestos fototóxicos 
y no-fototóxicos de forma similar que la línea celular validada para estos 
procedimientos. Específicamente, la línea celular HaCaT es más estable durante la 
evaluación fototóxica, comparada con una línea celular de Balb/c 3T3 (Rajnochová et al. 
2016). La línea celular HaCaT es el modelo más próximo a los queratinocitos normales 
ofreciendo un modelo de estudio de los mecanismos regulatorios en células epidermales 
(Boukamp et al. 1988). Además, para algunos usos específicos, i.e. ensayos de seguridad 
de cosméticos, se prefiere el uso de queratinocitos, debido a que estas son las primeras 
células expuestas a los productos y a la luz solar (Zanatta et al. 2010). El potencial 
fototóxico se determina comparando las diferencias en la toxicidad entre las placas no 
expuestas a irradiación UVA (control negativo) y las placas expuestas a irradiación 
UVA (Amaral et al. 2014). La fototoxicidad de los aceites esenciales libres (AE-Ov, 
AE-Tv y AE-Mg) y los aceites esenciales cargados en las NC (NC-Tv, NC-Ov y NC-
Mg) fue evaluada en queratinocitos humanos HaCaT usando el ensayo de CRN (Figura 
3).  
Tabla 3. Valores de IC50 para (AE) de Ov, Tv, Mg, 
libres e incorporados en (NC), determinados mediante 
el ensayo de MTT (media ±DE; n=3*). 
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Esta evaluación se realizó a dos diferentes concentraciones de cada uno de los 
tratamientos, la elección de las concentraciones se basó en: a) los valores establecidos de 
IC50 y b) una concentración por encima de la IC50.  Tanto para AE-Tv y AE-Ov (Figuras 
3ª y 3b) se observa que ambas concentraciones irradiadas presentaron viabilidades 
celulares entre 60-80%. En el caso de AE-Mg (Figura 3c), la viabilidad celular 
observada fue por encima del 80% para los las dos concentraciones evaluadas e 
irradiadas. Sin embargo, para las formulaciones de NC-Tv y NC-Ov (Figuras 3ª y 3b) 
esta viabilidad celular se ve revertida (100%) empleando las mismas concentraciones 
que de aceite esencial libre. Por último, para la formulación de NC-Mg (Figura 3c), la 
viabilidad celular no mostró cambio alguno, permaneciendo por encima del 80%. 
Tomando en cuenta lo anterior se puede decir que los tratamientos que presentaron una 
viabilidad celular igual o superior a 80 % (AE-Mg, AE-Tv, NC-Ov y NC-Mg) son 
considerados como tratamientos no-fototóxicos (OECD 2004). 
 
 
Figura 3. Actividad citotóxica de AE-Ov, AE-Tv, AE-Mg, NC-Ov, NC-Tv y NC-Mg, a dos 
diferentes concentraciones con células HaCaT no-irradiadas e irradiadas (células-irradiadas 
UVA 2.5 J/cm2). 
 
34 
Determinación de la Interleucina-1α  (IL-1α) 
 
La determinación de la IL-1 liberada tiene gran importancia debido a que las citocinas 
(IL-1) son uno de los iniciadores primarios en la respuesta pro-inflamatoria dérmica 
(Casas et al. 2013). Cuando los queratinocitos son activados por varios irritantes, son 
capaces de expresar o sobre-expresar la producción y/o liberación de estos mediadores 
inflamatorios especialmente de tipo citocina (IL-1) (Vinardell y Mitjans 2008). 
Tomando como referencia el estudio de citotoxicidad mencionado anteriormente, y para 
conocer de forma más especifica la citotoxicidad producida por el AE-Ov sobre la línea 
celular HaCaT, se determinó la producción de IL-1α  (asociada a la célula y liberada al 
medio de cultivo). De esta forma, el contenido de IL-1 α intracelular y liberada en el 
medio de cultivo fue determinada por ELISA. En algunos casos la cantidad de citocina 
no fue detectada por el kit IL-1α ELISA debido a su límite de detección (31.25 pg/mL). 
En la Figura 4 se muestra claramente, como a mayor concentración de los tratamientos, 
se observa un aumento en la cantidad de IL-1α asociada a la célula (Figura 4b) y una 
disminución de IL-1α liberada (Figura 4a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este comportamiento es observado tanto para el aceite esencial libre AE-Ov, como para 
el incorporado en las NC (NC-Ov). Sin embargo, la producción de IL-1α  (asociada y 
liberada) se ve reducida notablemente en un rango entre 50-75% cuando el aceite 
esencial se encuentra incorporado en las NC. Nogueira et al. evaluaron nanovesículas a 
base de lípidos (colesterol) para administración tópica. Con respecto al ensayo de 
Figura 4. Estimulación de queratinocitos con AE-Ov y NC-Ov como tratamiento para la producción 
de IL-1α. 
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respuesta inflamatoria, se estableció que a las concentraciones más elevadas de sus 
tratamientos, algunas formulaciones presentaban una regulación negativa en la IL-1α 
asociada a la célula y un aumento en la IL-1α liberada. Este comportamiento le es 
atribuido directamente a la pérdida de la integridad de la membrana celular y concuerda 
con lo esperado, tomando en cuenta la naturaleza de los lípidos que conformaban las 
nanovesículas (Nogueira et al. 2013; Sanchez et al. 2006b). Ahora bien, lo establecido 
por Nogueira et al. es un comportamiento opuesto a lo observado en la presente 
investigación, por lo tanto, puede decirse que la relación directa entre la concentración 
del tratamiento administrado y la cantidad de IL-1α asociada a la célula es debido a que 
la membrana celular no ha perdido su integridad. Lo que significa que la respuesta 
inflamatoria de los tratamientos empleados (AE-Ov y NC-Ov), está directamente 
relacionada con lo reportado para los estudios de citotoxicidad (Figura 2bB,C).  
 
CONCLUSIÓN 
 
En el presente estudio, se desarrollaron y caracterizaron formulaciones de NP con aceite 
esencial incorporado. Mismas que fueron evaluadas en ensayos de citotoxicidad, los 
cuales revelaron que la encapsulación de aceites esenciales en matrices poliméricas 
(NP), disminuye su efecto citotóxico posiblemente al comportarse como un liberador 
gradual de los mismos. Así mismo la línea celular HaCaT, permitió la evaluación 
citotóxica de aceites esenciales libres e incorporados en NP. Tanto los aceites esenciales 
libres como los incorporados en NP, no son capaces de inducir un efecto fototóxico en la 
línea celular HaCaT. Así mismo, la producción de IL-1α observada está relacionada con 
la citocina asociada a la célula. Obteniendo como resultado tres formulaciones de NP 
cargadas con aceite esencial con un elevado potencial para ser administradas de forma 
segura como una alternativa en el tratamiento de infecciones tópicas. 
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CAPÍTULO 2. ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD 
ANTIDERMATOFÍTICA DE NANOCÁPSULAS CON ACEITES 
ESENCIALES Y DE PERMEACIÓN in vitro EN PIEL DE CERDO 
 
RESUMEN 
 
Los aceites esenciales contienen componentes cuya actividad es favorable para combatir 
algunos microorganismos tales como hongos (i.e. dermatofitos), un ejemplo de ello son 
los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Origanum vulgare. Se evaluó la actividad 
antidermatofítica de estos aceites libres e incorporados en nanocápsulas. Como 
resultado se obtuvo una CMI de 125 y 175 µg/mL para O. vulgare y T. vulgaris, 
respectivamente. Para sus formulaciones de nanocápsulas, se demostró que estas eran 
activas contra al menos cuatro de las seis cepas de hongos dermatofitos evaluados. 
Finalmente se evaluó la liberación en piel de los aceites esenciales libres e incorporados 
en nanocápsulas hasta por 24 h. Se estableció que propiedades fisicoquímicas de los 
compuestos presentes en los aceites esenciales, así como, propiedades relacionadas con 
los sistemas nanoparticulados juegan un papel importante en la penetración de 
compuestos en la piel en función del tiempo. Se obtuvieron nanocápsulas cargadas con 
aceites esenciales, las cuales prometen ser una alternativa para el tratamiento tópico de 
micosis superficiales. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Las dermatofitosis son infecciones causadas por hongos denominados dermatofitos, 
pertenecientes a las especies de los géneros: Thrichophyton, Epidermophyton y 
Microsporum (Molina 2011). Estos hongos filamentosos tienen afinidad por la 
queratina, la cual es uno de los componentes principales del pelo, las uñas y la piel, áreas 
primarias de infecciones por dermatofitos (Borgers et al. 2005). Se estima que este tipo 
de padecimientos, afectan del 20-25% de la población mundial y esta incidencia 
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continúa creciendo constantemente (Vena et al. 2012). El tratamiento convencional de 
las micosis superficiales es el empleo de fármacos tales como los azoles, no obstante la 
limitante más importante es la pobre penetración en los tejidos afectados, además de la 
posible aparición de microorganismos farmacorresistentes (Fernández et al. 2005).  
 
Los aceites esenciales (AE) contienen componentes cuya actividad es favorable para 
combatir algunos microorganismos tales como parásitos, bacterias y hongos. Guerra-
Boone et al. demostraron una importante actividad antifúngica de los AE de Thymus 
vulgaris y Origanum vulgare frente a cinco hongos dermatofitos utilizando la técnica de 
difusión en placa con disco y pozo, adaptando la técnica establecida por CLSI, 
documento M44-A2, 2010 (Guerra-Boone et al. 2015). 
 
No obstante, para poder ser utilizados como agentes antimicrobianos aún presentan 
ciertas limitaciones entre los cuales se encuentran: i) la elevada tasa de degradación 
química de sus componentes, ii) la baja solubilidad en agua que limita su formulación y 
iii) la elevada volatilidad que limita el tiempo de bioactividad (Wattanasatcha et al. 
2012). Por lo anterior, es necesario utilizar alternativas tecnológicas que protejan al AE 
y faciliten su correcta administración, sin perder sus propiedades antifúngicas. Un 
ejemplo de este tipo de tecnologías es la incorporación de activos en sistemas coloidales, 
entre los que destacan las nanopartículas poliméricas (NP). Estos sistemas acarreadores 
poseen una forma esférica, su tamaño fluctúa en un rango de 1-600 nm y permiten la 
incorporación de activos con carácter hidrofóbico (Tyler et al. 2016). De Oliveira et al. 
desarrollaron una formulación de NP de alginato/goma de anacardo preparadas por la 
técnica de secado por aspersión para la incorporación del aceite esencial de Lippia 
sidoides. Obtuvieron partículas de 223-399 nm, con una eficiencia de encapsulación por 
encima del 55 %. Los perfiles de liberación de las formulaciones indicaron que las NP 
son un sistema de liberación potencial para ser usada como un larvicida contra el 
mosquito A. aegipty (De Oliveira et al. 2014). 
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En este contexto el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad 
antidermatofítica in vitro de los aceites esenciales de T. vulgaris y O. vulgare libre y 
nanoencapsulado, así como establecer su liberación en piel.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Obtención y caracterización de los aceites esenciales. Los AE de T. vulgaris (AE-Tv) y 
O. vulgare (AE-Ov) se obtuvieron por hidrodestilación en un equipo Clevenger durante 
4 h. Los AE recuperados se almacenaron y protegieron de la luz a -4ºC.  
 
Obtención y caracterización de las nanocápsulas con aceite esencial incorporado. Para 
la obtención de las nanocápsulas (NC) cargadas con los AE, se utilizó la técnica de 
nanoprecipitación propuesta por Fessi et al. (1989). Esta técnica consiste en incorporar, 
en agitación constante, una fase orgánica que contiene el polímero biodegradable Ɛ- 
policaprolactona (CPL) (PM: 10 000, Fluka, Saint Quentin Fallavier, FR) y el AE a una 
fase acuosa con un agente tensoactivo Lutrol F127 NF (Mississauga, CA). La 
purificación de las NC fue realizada por diálisis durante 3 h (membrana de celulosa 
Spectra-Por, California, USA). Las NC se caracterizaron en función de su tamaño e 
índice de polidispersididad (IP) y densidad de carga superficial (Ψz) por espectroscopía 
de correlación fotónica (Zeta Nano ZS90, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). El 
porcentaje de eficiencia de encapsulación de cada aceite esencial, se determinó de forma 
directa por cromatografía de gases con detector de ionización a la flama (CG-FID) 
siguiendo las condiciones previamente establecidas (Velázquez-Dávila et al. 2017a). La 
eficiencia de encapsulación del aceite esencial, se determinó utilizando la fórmula: [(T – 
t) / T] X 100, en donde T es la cantidad total de aceite esencial presente en la fase 
orgánica y t es la cantidad de aceite esencial no encapsulado.  
  
Descripción de la técnica poisoned food. Esta técnica consiste en la inhibición radial del 
crecimiento micelial de los dermatofitos en agar Sabouraud. Discos de agar de 5 mm de 
diámetro de cultivos puros de cada una de las seis cepas de dermatofitos (Microsporum 
gypseum, Microsporum canis, Thrichpohyton rubrum, Thrichophyton mentagrophytes, 
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Thrichophyton tonsurans y Epidermophyton floccosum), fueron colocados sobre una 
placa de agar Sabouraud que contenía aceite esencial en un rango de concentración de 
10-1000 µg/mL y Polisorbato 20 (0.01% p/v). Para las formulaciones de NC con AE de 
T. vulgaris (NC-Tv) se utilizaron concentraciones de 175 y 350 µg/mL, mientras que 
para las NC cargadas con AE de O. vulgare (NC-Ov) se utilizaron concentraciones de 
125 y 250 µg/mL. NP blanco (sin AE incorporado) fueron evaluadas para descartar 
interferencias relacionadas con los materiales empleados. Las placas empleadas como 
control contenían, agar Sabouraud y Polisorbato 20 (0.01% p/v). Clotrimazol fue 
empleado como control positivo a una concentración de 1 µg/mL. Todas las placas Petri 
fueron incubadas a 30ºC por ocho y quince días. 
 
Permeación transdérmica. Se realizó el montaje de celdas de Franz modificadas, las 
cuales constan de un compartimento donador y un compartimento receptor entre los 
cuales se colocó la piel de cerdo, previamente acondicionada. El compartimento receptor 
contenía la solución amortiguadora de fosfatos salina con un pH de 7.4, mientras que el 
compartimento donador contenía los AE de tomillo y orégano o las formulaciones de 
NC-Tv y NC-Ov. Cada uno de los tratamientos estuvo en contacto con la piel de puerco 
a diferentes tiempos 2, 4, 6, 24 h. Posteriormente, se retiró la piel y fue colocada sobre 
1.5 mL de metanol y se dejó en contacto durante 30 min a 150 rpm. Finalmente, se 
analizó cada una de las muestras por CG-FID bajo las condiciones anteriormente 
mencionadas. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Las formulaciones de NC utilizadas para la realización tanto de los ensayos de actividad 
antifúngica como en los ensayos de permeación in vitro presentaron un diámetro de 
172.3 ± 3.9 y 168.8 ± 3.7 para la formulación de NC-Tv y NC-Ov, respectivamente. 
Además, presentaron un IP de 0.097 ± 0.02 y 0.135 ± 0.01, las NC-Tv y NC-Ov, 
respectivamente, indicando una distribución homogénea en las poblaciones de NC 
presentes en las formulaciones. Finalmente, ambas formulaciones presentaron un valor 
de Ψz negativo.   
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Determinación de la actividad antifúngica. La CMI de los AE de forma libre fue 
previamente establecida (Velázquez-Dávila et al. 2017b). En base a la CMI de cada uno 
de los AE, se utilizaron dos concentraciones diferentes para evaluar las formulaciones de 
NC, 175 y 350 µg/mL para T. vulgaris (NC-Tv) y 125 y 250 µg/mL para O. vulgare 
(NC-Ov). Las inhibiciones radiales del crecimiento micelial de los cinco dermatofitos 
aplicando las formulaciones de NC, se muestra en la Tabla 1. 
 
 
 
Microorganismo 
NC-Tv NC-Ov 
Concentración ppm 
175 350 125 250 
Microsporum canis IT IT IT IT 
Microsporum gypseum IT IT IT IT 
Trichophyton mentagrophytes IT IT IT IT 
Trichophyton tonsurans IN IN IN IN 
Trichophyton rubrum IT IT IT IT 
Epidermophyton floccosum IN IN IN IN 
 
 
La inhibición negativa se establece cuando el hongo es capaz de crecer radialmente 
sobre la superficie de la placa, mientras que la inhibición total es la ausencia de 
crecimiento radial del hongo sobre la superficie de la placa. 
 
En la Figura 1 se muestra la inhibición de los crecimientos. En la Figura 1a, se observa 
el control negativo, en donde el crecimiento radial de los seis dermatofitos empleados es 
tomado como referencia para interpretar la magnitud del efecto antifúngico observado 
por cada uno de los tratamientos. 
 
En la Figura 1b se observa el crecimiento de los seis dermatofitos cuando es aplicada 
una formulación de NP blanco, mostrando que las NP sin compuestos activos no son 
IN, inhibición negativa; IT, inhibición total 
Tabla 1. Inhibiciones del crecimiento micelial de los dermatofitos con la 
aplicación de las NC cargadas con aceite esencial de T. vulgaris y O. 
vulgare mediante la técnica poisoned food. 
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capaces de inhibir a ninguno de los seis dermatofitos probados: M. canis (1), M. 
gypseum (2), T. mentagrophytes (3), T. tonsurans (4), T. rubrum (5) y E. floccosum (6). 
En las Figuras 1c y 1d, se observa la inhibición de los crecimientos de los cinco 
dermatofitos a la CMI de AE-Ov (125 µg/mL) y AE-Tv (175 µg/mL). 
 
En el caso de las NC-Ov, a una concentración de 250 µg/mL, se observó una completa 
inhibición de cuatro dermatofitos: M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3) y 
T. rubrum (5). Los otros dos dermatofitos: T. tonsurans (4) y E. floccosum (6) 
presentaron una inhibición negativa (Figura 1e). Cuando las NC-Ov se encontraban a 
una concentración de 125 µg/mL (CMI del OE-Ov) (Figura 1f) se observa la misma 
inhibición completa de los cuatro dermatofitos anteriormente mencionados. Este 
comportamiento también es observado para las NC-Tv, es decir a las concentraciones de 
350 y 175 µg/mL (Figura 1g y 1h) se genera una inhibición total de cuatro de los 
dermatofitos estudiados (M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3) y T. 
rubrum (5)), mientras que los hongos T. tonsurans (4) y E. floccosum (6) nuevamente, 
presentaron, una inhibición negativa.  
 
Pinto et al mencionan que es difícil atribuir la actividad biológica a una mezcla compleja 
de constituyentes particulares como los son los aceites esenciales. Sin embargo, propone 
que la actividad del aceite esencial está relacionada con la presencia de timol (terpeno 
hidroxilado) (Pinto et al. 2006); este compuesto se encuentra presente en ambos AE, 
además de ser uno de los componentes mayoritarios en el AE-Tv (43.7%) y en el AE-Ov 
(79.2%). Es importante mencionar que ambos aceites siguen conservando su actividad 
antifúngica después del proceso de nanoencapsulación. Nuestros resultados coinciden 
con aquellos reportados por Lima et al. quienes mencionan que el timol presenta 
actividad antifúngica contra los dermatofitos T. mentagrophytes y T. rubrum (Lima et al. 
2011).  
 
El mecanismo de acción del timol aún no está totalmente elucidado, sin embargo se cree 
que los terpenos hidroxilados generan una lesión primaria en la membrana celular 
fúngica. Al mismo tiempo Šegvić Klarić et al. han propuesto que a bajas 
 
42 
concentraciones los compuestos fenólicos lipofílicos, como el timol, alteran la 
permeabilidad de la célula microbiana permitiendo la perdida de macromoléculas (i.e. 
carbohidratos, lípidos) y terminando en la muerte celular. Además, también se menciona 
que los fenoles podrían inactivar enzimas esenciales involucradas con las proteínas de 
membrana o con la funcionalidad del material genético (Šegvić Klarić et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En relación a las NC, se ha mencionado que estos sistemas acarreadores potencian la 
actividad antifúngica de compuestos activos, reduciendo el número de células fúngicas 
Figura 1. Determinación de la actividad antifúngica de los aceites esenciales libres y 
nanoencapsulados. (a) Control de crecimiento, (b) NP-control (sin AE), (c) AE-Ov 125 µg/mL, 
(d) AE-Tv 175 µg/mL, (e) NC-Ov 250 µg/mL, (f) NC-Ov 125 µg/mL, (g) NC-Tv 350 µg/mL y 
(h) NC-Tv 175 µg/mL. M. canis (1), M. gypseum (2), T. mentagrophytes (3), T. tonsurans (4), T. 
rubrum (5) y E. floccosum (6). 
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(Flores et al. 2013). Por su parte, Singh et al. desarrollaron una formulación de 
nanopartículas lipídicas (NL) cargadas de miconazol para evaluar su actividad 
antifúngica contra T. mentagrophytes mediante la técnica de difusión en pozo. Se 
propuso que el pequeño tamaño de las NL permite la difusión de las mismas a través del 
agar o medio de cultivo presente en la placa, permitiendo así la liberación del principio 
activo. Además, se estableció que las NL presentan una liberación inicial burst, seguida 
de una liberación prolongada, la cual provee una acción biológica por un periodo 
extendido de tiempo (Singh et al. 2016). 
 
Permeación transdérmica. En la Figura 2 se presenta la cantidad de γ-terpineno y timol 
presente en el estrato córneo después de estar en contacto con los aceites libres (AE-Tv y 
AE-Ov) y con las NC-Ov y NC-Tv durante 2, 4, 6 y 24 h. Para todas las formulaciones 
de NC se estableció el comportamiento de dos moléculas presentes en los aceites: γ-
terpineno y timol debido a su actividad biológica y abundancia en cada uno de los 
aceites (Velázquez-Dávila et al. 2017b). 
 
Cuando se aplican ambos AE libres (AE-Tv y AE-Ov) sobre la superficie de la piel de 
cerdo, se observa que el γ-terpineno se encuentra en menor cantidad en la piel, en 
comparación al timol. Se puede observar que después de 6 h de contacto del AE-Tv con 
la superficie de la piel, la cantidad de γ-terpineno es 103 veces menos que la del timol al 
mismo tiempo. En el caso del AE-Ov, se observa el mismo comportamiento, la cantidad 
de γ-terpineno es 758 veces menos que la del timol. 
 
Existen diversos factores que intervienen en la penetración/permeación de compuestos 
en las diferentes capas de la piel, entre los que destacan, las propiedades fisicoquímicas 
de los compuestos, como por ejemplo, el peso molecular y el coeficiente de partición 
(log Po/w.) (Förster et al 2009). En el caso de los aceites esenciales también se debe 
considerar la volatilidad de las moléculas. Se ha observado que moléculas con una 
mayor presión de vapor, se evaporan en la superficie de la piel, más rápidamente que 
otras con menor presión de vapor (Guy 2010).  Esto coincide con nuestros resultados ya 
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que el γ-terpineno presenta una presión de vapor de 1.075 mm Hg a 25°C, comparada 
con la del timol 0.038 mm Hg a 25°C. 
 
Cuando el γ-terpineno está en las NC, se observa una mayor cantidad del mismo 
depositado en la superficie de la piel con respecto a la cantidad de γ-terpineno 
depositada en la piel proveniente del AE libre (Figuras 2a y 2c). Este comportamiento es 
observado desde las primeras dos horas, siendo más evidente a las 6 horas. El γ-
terpineno se encuentra depositado en el estrato córneo entre 4 y 2 veces más cuando está 
encapsulado (NC-Tv y NC-Ov), comparado con su forma libre (AE-Tv y AE-Ov). Cabe 
mencionar que después de 24 horas, el γ-terpineno depositado en la piel a partir del AE-
Ov, está por debajo de los límites de cuantificación y detección del método analítico. 
Este comportamiento, pone en evidencia que la nanoencapsulación protege a principios 
activos de una pérdida física o química (Contri et al. 2016). En nuestro caso, 
específicamente, fue un componente altamente volátil, el γ-terpineno presente en ambos 
aceites esenciales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Cantidad de γ-terpineno y timol en el estrato corneo después de 2, 4, 6 y 24 h de 
contacto con a) AE-Tv, b) NC-Tv, c) AE-Ov y d) NC-Ov. 
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Con respecto al timol, se debe considerar que moléculas como los terpenos presentan 
diferentes características de penetración/permeación en la piel debido a su coeficiente de 
partición (Cal y Sznitowska 2003). Como se esperaba, el timol (logPo/w ≅ 3.3) se 
encuentra en mayor cantidad en el estrato córneo que el γ-terpineno (log Po/w ≅ 4.7) 
(Lucia et al. 2013; El-Kattan et al. 2001), previamente, se ha reportado la baja 
penetración de compuestos altamente lipofílicos (log Po/w >4), mientras que compuestos 
menos lipofílicos penetran en la piel fácilmente (Cal 2006). 
 
Cuando el timol se encuentra incorporado en las nanopartículas NC-Tv y NC-Ov 
(Figuras 1b y 1d), después de 2, 4 y 6 h de contacto con la piel, se observa una menor 
cantidad depositado en la superficie de la piel (≈4 - 9 µg/cm2), comparado con el timol 
libre AE-Tv y AE-Ov (≈20 – 130µg/cm2). Sin embargo, a las 24 h de contacto con las 
NC se observa un incremento en la cantidad de timol presente en la superficie de la piel 
(≈12 - 16 µg/cm2). Esto pudiera estar relacionado con la propiedad que poseen los 
sistemas nanoparticulados de controlar la liberación de los activos encapsulados. 
Esmaeili et al. sugieren que las NP pueden ser un vehículo adecuado para controlar la 
difusión de aceites esenciales (Esmaeili y Asgari 2015).  
 
Por su parte, Karami et al. desarrollaron nanofibras de poly(ε-caprolactona), las cuales 
contenían timol incorporado. Durante los estudios de liberación se observó que durante 
las primeras 12 h la liberación del activo estaba relacionada con el timol adsorbido en la 
superficie de las nanofibras. Sin embargo, después de las 12 h se observó que presentaba 
una suave pendiente y una liberación gradual del timol hasta por 48 h (Karami et al. 
2013). Este comportamiento concuerda con los resultados obtenidos para la 
dermatocinética obtenida específicamente, para el timol incorporado en las 
nanopartículas en ambas formulaciones (NC-Tv y NC-Ov). 
 
CONCLUSIÓN 
 
Se demostró la actividad antifúngica de dos formulaciones cargadas con AE de T. 
vulgaris y O. vulgare contra al menos cuatro de las seis cepas de hongos dermatofitos. 
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Esta actividad se mantuvo después de los procesos de encapsulación y purificación. 
Además, se realizaron estudios dermatocinéticos hasta por 24 h de los AE libres e 
incorporados en nanopartículas sobre la piel de cerdo. En estos estudios, se estableció 
que propiedades fisicoquímicas de los compuestos presentes en los AE, así como, 
propiedades relacionadas con los sistemas nanoparticulados juegan un papel importante 
en la penetración de compuestos en la piel en función del tiempo. Esta investigación 
pone en evidencia el uso potencial de AE nanoencapsulados como alternativa en el 
tratamiento de infecciones en la piel causadas por dermatofitos. Sin embargo, es 
necesario realizar estudios más profundos de la actividad antifúngica.  
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CAPÍTULO 3. DESARROLLO Y APLICACIÓN TÓPICA DE 
FORMULACIONES DE NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 
CARGADAS CON CLOTRIMAZOL 
 
RESUMEN 
 
Las micosis superficiales son infecciones tópicas en las cuales el hongo invade las capas 
externas de la epidermis. El tratamiento convencional de este padecimiento consiste en 
el uso de los azoles (i.e. clotrimazol). Sin embargo, este fármaco presenta una limitante 
con respecto a su aplicación tópica, tiene una pobre penetración en las lesiones. Para 
superar esta limitante, las nanopartículas poliméricas han sido propuestas como vectores 
farmacéuticos para mejorar la residencia de fármacos en la piel. En el presente estudio se 
desarrollaron tres formulaciones de nanopartículas cargadas con clotrimazol, utilizando 
un polímero distinto en cada caso (Eudragit RL100, Eudragit E100 y Eudragit L100-55). 
Las tres formulaciones tuvieron un tamaño promedio entre 136 y 200 nm. Además, 
presentaron una densidad de carga superficial neutra (RL100), positiva (E100) y 
negativa (L100-55) y porcentajes de eficiencia de encapsulación de 76.3, 47.9 y 49.6 %, 
respectivamente. En cuanto a los perfiles de concentración del clotrimazol sobre la piel, 
las nanopartículas con carga positiva mostraron mayor atracción por la superficie de la 
piel. En consecuencia, se favoreció la liberación del clotrimazol en este tejido y se 
evidenció que la densidad de carga superficial de las partículas favorece el depósito y 
liberación de principios activos sobre la piel. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Las micosis superficiales son también conocidas como dermatomicosis superficiales y se 
caracterizan en que el hongo solo invade las capas externas de la epidermis, el pelo y las 
uñas. Se estima que este tipo de padecimientos afectan del 20-25% de la población 
mundial y esta incidencia continúa creciendo constantemente (Vena et al. 2012). 
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Los tratamientos de las micosis superficiales pueden ser locales o sistémicos con 
antifúngicos de mayor o menor intensidad. El tratamiento convencional de las micosis 
superficiales consiste en el uso de los azoles, los cuales son compuestos químicos que se 
caracterizan por la presencia en su estructura química de un anillo azólico de 5 átomos 
(Vilata 2006; Romero et al. 2004). El tratamiento tópico del clotrimazol (CLT), con 
frecuencia es el más recurrido comparado con la administración oral de fármacos en el 
tratamiento de infección micóticas cutáneas debido a que, el CLT es prácticamente 
insoluble en agua y sus niveles de absorción son bajos cuando este es administrado vía 
oral (Paradkar et al. 2015). Sin embargo, este fármaco presenta una limitante con 
respecto a su aplicación tópica, tiene una pobre penetración en las lesiones, lo cual está 
relacionado con su coeficiente de partición (Log Ko/w = 4.1) (Marwah et al. 2016). Esta 
última propiedad es uno de los factores determinantes de la magnitud de las 
concentraciones de fármaco sobre la superficie de la piel.  
 
En los últimos años las nanopartículas poliméricas (NP) han sido propuestas como 
vectores farmacéuticos de activos antimicrobianos. Bhatta et al. desarrollaron una 
formulación de nanopartículas de 213 nm, a base de los polímeros lecitina/quitosano, 
cargadas con natamicina. Al evaluar la actividad antifúngica contra Candida albicans y 
Aspergillus fumigates, la formulación de NP mostró zonas de inhibición similares o 
mayores al ser comparada con natamicina libre y una formulación comercial de 
natamicina. Se concluyó que a pesar de que la formulación de NP tiene la capacidad de 
liberar la natamicina de forma controlada, además de ser de fácil administración, es 
necesario realizar estudios requeridos para evaluar su eficacia clínica (Bhatta et al. 
2012). Por otra parte, Essa et al. desarrollaron una formulación de NP cargadas con 
itraconazol a base de los polímeros poli(etilen glicol)/ácido poliláctico de 185-285 nm. 
Durante la evaluación antifúngica se determinó que las formulaciones NP mostraron 
mayor inhibición al ser comparadas con una formulación de itraconazol-agua, 
observando el mismo efecto en los dos microorganismos evaluados (C. albicans y A. 
fumigates). Finalmente, se propuso llevar a cabo una mayor investigación biológica 
(evaluaciones in vivo), la cual es necesaria para ampliar la información de este efecto 
antifúngico que poseen las formulaciones de NP (Essa et al. 2013).  
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Específicamente, las ventajas conferidas por estos coloides en su aplicación como 
sistemas de liberación se deben a sus propiedades fisicoquímicas, incluyendo su tamaño 
submicrónico, su amplia área superficial específica, sus versátiles propiedades de 
superficie y su composición polimérica variable (Álvarez-Román et al. 2012). En gran 
medida, dichas propiedades se deben a los múltiples materiales empleados para la 
preparación de las NP (i.e. polímeros y agentes tensoactivos), que pueden facilitar la 
interacción con la compleja composición de la piel (i.e. estrato córneo). El objetivo del 
presente estudio fue desarrollar formulaciones de NP cargadas con CLT y observar la 
influencia de los polímeros empleados para la preparación de las mismas sobre la 
deposición del fármaco en la superficie de la piel.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Cuantificación del clotrimazol por cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR). 
Se utilizó un cromatógrafo de líquidos con detección de arreglo de diodos (Varian 9065, 
9012 y ProStar 410, California, USA), con una columna Hypersyl BDS C18 Supelco (25 
cm x 3 mm, 5 µm) y una fase móvil acetonitrilo:agua (70:30) con un flujo de 0.3 
mL/min a 30ºC, a una longitud de onda a 220 nm. Se realizó la validación parcial del 
método basado en el documento Q2 (R1) de la ICH (ICH, Q2(R1) 2016), en función de 
los siguientes parámetros: coeficiente de correlación lineal (en cinco niveles de 
concentración en un rango de 5-25 µg/mL por triplicado), precisión (desviación estándar 
relativa DER), límite de detección y límite de cuantificación fueron determinados de 
acuerdo a la curva de calibración.   
 
Obtención y caracterización de las nanopartículas. Para la obtención de las NP cargadas 
con el CLT se utilizó la técnica de nanoprecipitación propuesta por Fessi et al. (1989), la 
cual consiste en incorporar, en agitación constante, una fase orgánica que contiene el 
polímero formador de NP (Eudragit ® E100, RL100 y L100-55) y el CLT a una fase 
acuosa con un agente tensoactivo (Lutrol F127 NF 1% p/v). La suspensión de NP con 
CLT incorporado se sometió a destilación a presión reducida (Rotavapor Heidolph 
Instruments) durante 30 min, 100 rpm a 25°C, a fin de obtener una suspensión acuosa de 
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NP purificadas. Una vez obtenidas las NP-CLT se caracterizaron en función de su 
tamaño e índice de polidispersididad (IP) por espectroscopía de correlación fotónica 
(Zeta Nano ZS90, Malvern Instruments).   
 
El porcentaje de eficiencia de encapsulación del CLT incorporado en las NP se 
determinó con el método de CLAR validado previamente. Para la cuantificación, las NP 
fueron centrifugadas a 25000 rpm durante 2.5 h a 5°C (Allegra 64R Centrifuge, 
Beckman-Coulter, USA), obteniéndose una pastilla y un sobrenadante. La pastilla 
obtenida fue liofilizada a -48°C, 120 mBar durante 24 h (Liofilizadora FreeZone 2.5 
Labconco, USA). La cuantificación de las NP se realizó de manera directa, en donde una 
cantidad de pastilla de NP es solubilizada en metanol para su posterior cuantificación en 
base a las ecuaciones 1 y 2.  
 
 
 
ecuación 1 
 
 
 
ecuación 2 
 
• Clotrimazol en fase orgánica: cantidad inicial de fármaco en la fase orgánica. 
• Clotrimazol no encapsulado: clotrimazol no incorporado en las nanopartículas. 
• Clotrimazol encapsulado: clotrimazol incorporado en las nanopartículas. 
• Nanopartículas con clotrimazol incorporado: peso de la pastilla liofilizada 
obtenida en la centrifugación de la suspensión de nanopartículas purificadas. 
 
Permeación transdérmica. Se realizó el montaje de celdas de Franz modificadas, las 
cuales constan de un compartimento donador y un compartimento receptor entre los 
cuales se colocó la piel de cerdo previamente acondicionada. El compartimento receptor 
contenía la solución amortiguadora de fosfatos salina con un pH de 7.4, mientras que el 
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compartimento donador contenía la suspensión de NP con CLT incorporado (NP-E100, 
NP-RL100 y NP-L10055). Cada una de las formulaciones de NP estuvo en contacto con 
la piel de cerdo durante 1 h y posteriormente se retiró la piel para realizar la técnica de 
tape stripping. 
 
Tape stripping. Empleando esta técnica se eliminaron, sucesivamente, las capas que 
forman el estrato córneo. Brevemente, se colocó una cinta adhesiva en la superficie de la 
piel, posteriormente, se desprendió la cinta. Este procedimiento se repitió en la misma 
muestra de piel de cerdo, con 15 cintas adhesivas diferentes. Se registró el peso de cada 
cinta adhesiva antes y después de estar en contacto con el estrato córneo (Micro Balanza 
SM Series (0.01mg), Scientech, USA). A cada cinta se le realizó una extracción con 
metanol para cuantificar el fármaco retenido en la piel por CLAR.  
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Obtención y caracterización de las NP. En la Tabla 1 se muestran los parámetros de 
validación determinados por CLAR. La curva de calibración presentó un 
comportamiento lineal por encima de 0.99 con los cinco niveles de concentración 
ensayados. Así mismo el método fue preciso al presentar una %DER de 2.12, la cual 
está por debajo del valor de referencia <5% (ICH, Q2(R1) 2016). Con respecto al límite 
de detección y cuantificación se determinaron valores de 0.171 y 0.520 µg/mL, 
respectivamente. Estos valores fueron menores al nivel inferior de la curva de 
calibración, lo cual es un parámetro aceptable. Kumawat et al. desarrollaron y validaron 
un método para la cuantificación de CLT en comprimidos. En ese estudio se obtuvieron 
los siguientes resultados de los parámetros de validación: coeficiente de correlación de 
0.999, precisión de 0.1 % y límites de detección y cuantificación de 0.0451 y 0.1368 
µg/mL, respectivamente. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que las 
condiciones de análisis son distintas tanto en la fase móvil empleada, como en el flujo, la 
temperatura y la columna (Kumawat et al. 2014).  
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Estándar 
Coeficiente de 
correlación 
lineal  
Precisión 
(DER, %) 
LDD 
μg/mL 
LDC 
μg/mL 
Clotrimazol 0.99 2.12 0.171 0.520 
 
Los parámetros fisicoquímicos obtenidos para cada una de las formulaciones de NP con 
CLT incorporado se muestran en la Tabla 2. Se observa un diámetro de partícula ≈ 200 
nm, con un IP menor a 0.16 lo que indica una distribución homogénea de las 
poblaciones de NP presentes en cada una de las formulaciones. Con respecto a su 
porcentaje de encapsulación, se ha reportado que el método de nanoprecipitación es un 
método de preparación de NP el cual posee los mejores resultados de encapsulación de 
principios activos de naturaleza no polar, logrando eficiencias de encapsulación 
superiores al 80% (Mora-Huertas et al. 2010). Este comportamiento, coincide con la 
formulación obtenida con el polímero de carga neutra (NP-RL100), la cual presentó una 
eficiencia de encapsulación del 76%.  
En el caso de las formulaciones NP-E100 y NP-L100-55, la eficiencia de encapsulación 
fue mucho menor, de 47 y 49%, respectivamente. Esta diferencia puede estar 
relacionada con una variable la cual es considerada como fundamental en la 
encapsulación de principios activos: la naturaleza del polímero formador de las NP 
(Mora-Huertas et al. 2011). Dos de los polímeros utilizados para formar las NP, 
presentan carga, el polímero E100 se caracterizan por ser de naturaleza catiónica y el 
L100-55 aniónica. Nuestros resultados concuerdan con aquellos observados por Tang et 
al. quienes desarrollaron una formulación de NP a base del polímero Eudragit ® E100 
cargadas con genisteina también por la técnica de nanoprecipitación. Esta formulación 
presentó una eficiencia de encapsulación de 50.6±0.41% y un porcentaje de 
encapsulación de 5.2± 0.04% (Tang et al. 2011). Con respecto al polímero aniónico, 
Galindo-Rodríguez et al. obtuvieron una formulación de NP a base del polímero 
Eudragit ® L100-55 con ibuprofeno también por la técnica de nanoprecipitación, con 
una eficiencia y porcentaje de encapsulación de 50 y 4.5, respectivamente (Galindo-
Rodríguez et al. 2005). 
Tabla 1. Parámetros de validación parcial determinados por CLAR. 
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Determinación NP-E100 NP-RL100 NP-L100-55 
Diámetro de Partícula (nm) 200.9 ± 3.8 136.1 ± 1.0 179.9 ± 4.1 
Índice de polidispersidad (IP) 0.126 ± 0.01 0.159 ± 0.0 0.117 ± 0.0 
Eficiencia de encapsulación (%) 47.9 ± 3.5 76.3 ± 3.6 49.6 ± 2.1 
Encapsulación del fármaco (%) 4.3 ± 0.32 6.8 ± 0.33 4.4 ± 0.19 
Potencial Ζ (mV) 50.1 ± 0.38 36.9 ± 1.37 -13.0 ± 0.55 
 
Permeación transdérmica y tape stripping. Los perfiles de concentración de CLT 
después de 1 h de aplicación de las tres formulaciones de NP son mostrados en la Figura 
1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se observa en el primer punto de la gráfica que la formulación NP-E100 (catiónica) 
presentó mayor deposición de CLT (≈1.2 µg de clotrimazol /cm2 de estrato córneo), 
seguida de la formulación de NP-RL100 con carga neutra y por último la formulación de 
NP-L100-55 (aniónica). Estos resultados estarían relacionados con la carga negativa que 
presenta la piel de mamíferos en condiciones fisiológicas normales (punto isoeléctrico 
≈4-5) (Luzardo-Alvarez et al. 1998). Entonces, las NP que poseen un carácter catiónico, 
Tabla 2. Parámetros fisicoquímicos de las formulaciones de NP con CLT incorporado. 
Figura 1. Perfiles de concentración de CLT en el estrato córneo después de 1 h de 
contacto con las formulaciones de NP. (Media±DE n=4). 
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podrían interactuar más fácilmente con la superficie de la piel. Nuestros resultados 
coinciden con aquellos observados por Wu et al. quienes ponen en contacto NP de 
poliestireno amino-funcionalizado (PS-NH3+) con piel de cerdo durante 6 h. Se sugirió, 
en base a sus resultados de permeación y microscopía, que existe una atracción 
electrostática entre la carga positiva de las NP y la carga negativa de la piel, lo que 
favorece la transferencia del compuesto activo de la formulación de NP al estrato córneo 
(Wu et al. 2010). 
 
Tomando en cuenta lo anterior, la carga negativa de la piel a un pH fisiológico normal, 
permitiría una mayor retención y penetración de partículas de naturaleza catiónica 
(Abdel-Mottaleb et al. 2012). Jung et al. evaluaron las diferencias en la penetración en 
piel de cerdo de formulaciones de liposomas en función de su carga de superficie. 
Establecieron que la mayor penetración de colorante hidrofílico (carboxifluoresceina) 
alcanzada fue por la naturaleza catiónica de la formulación de liposomas. Además, la 
formulación de liposomas con carga negativa alcanzó la penetración más baja con 
respecto a la profundidad máxima. Finalmente, se concluyó que la carga de superficie 
juega un papel importante en el comportamiento de penetración de un tipo de liposoma 
dado (Jung et al. 2006). 
 
En la Figura 2 se muestra la cantidad total acumulada de CLT en el estrato córneo 
después de 1 h de contacto con las tres formulaciones de CLT. Si se comparan las NP-
RL100 (carácter neutro) con las NP-E100 (carácter catiónico), se observa que las 
cantidades acumuladas de CLT en la piel fueron significativamente las mismas (P ˂ 
0.05) correspondiendo a 35.89±2.9 y 32.44±1.0 µg de CLT, respectivamente. Cabe 
mencionar que para este estudio de permeación, se aplicó 5.38 x 1010 NP-RL100 / cm2 
de piel, cada una de ellas con un 6.8% de encapsulación y 2.49x1010 NP-E100 / cm2 de 
piel con una tasa menor de encapsulación de 4.3%, lo cual representa 2.1 veces más de 
NP neutras que las cargadas positivamente (Smith et al. 2012).  
 
Por otra parte, cuando se comparan las NP con carácter catiónico y aniónico, se observa 
que la cantidad de CLT acumulada en la piel después de la aplicación de NP catiónicas 
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fue 2.05 veces más importante que cuando se aplican las NP aniónicas, aunque el 
porcentaje de encapsulación fue el mismo en las dos formulaciones de NP (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIÓN 
 
Tomando en cuenta la carga negativa que posee la superficie de la piel, se prepararon 
tres formulaciones de NP con diferente densidad de carga superficial NP-E100 (carga 
positiva), NP-L100-55 (carga negativa) y NP-RL100 (carga neutra). Se observó que las 
partículas con carga positiva mostraron una atracción por la superficie de la piel, lo que 
les permitió favorecer la liberación del CLT sobre la superficie del estrato córneo de la 
piel. Confirmando que la densidad de carga superficial de las partículas favorece el 
depósito y liberación de principios activos sobre la piel. 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Cantidad acumulada del CLT en el estrato córneo después de la aplicación 
de tres formulaciones de NP durante 1 hora. (Media±DE n=4). 
 
 
56 
VIII. CONCLUSIONES GENERALES 
 
Inicialmente, se obtuvieron los aceites esenciales de Magnolia grandiflora, Thymus 
vulgaris y Origanum vulgare y se caracterizaron físicamente (i.e. densidad, índice de 
refracción y actividad óptica), estos parámetros permitieron definir que los aceites 
esenciales cumplían con las evaluaciones rutinarias de control de calidad empleadas 
comúnmente. En cuanto a la caracterización química, mediante CG-EM y CG-FID, se 
estableció la presencia de 31, 32 y 22 compuestos para los aceites esenciales de 
M.grandiflora, T.vulgaris y O.vulgare, respectivamente. La presencia de compuestos 
oxigenados permitió inferir sobre el potencial biológico de los aceites para ser 
empleados en una aplicación dérmica. 
 
Posteriormente, se obtuvieron formulaciones de nanocápsulas que contenían a los aceites 
de manera individual. Estas presentaron diámetros óptimos (136-200 nm) los cuales 
aseguran la deposición de las nanocápsulas en la superficie de la piel. Así mismo, el 
potencial zeta que presentaron dichas formulaciones favoreció la interacción 
nanocápsula con la superficie y, en consecuencia, facilitó la deposición del principio 
activo en la superficie de la piel. Además, las formulaciones fueron físicamente estables 
al menos por tres meses. 
 
Con respecto a los ensayos biológicos, en los estudios toxicológicos se estableció que la 
nanoencapsulación de aceites esenciales disminuye su efecto citotóxico, particularmente, 
se determinó que no son capaces de inducir un efecto fototóxico en la línea celular 
HaCaT. Con esto se evidenció que las formulaciones de nanocápsulas eran seguras para 
ser administradas de forma tópica como una alternativa en el tratamiento de las micosis 
superficiales.  
 
En cuanto a la actividad antifúngica, se determinó que los aceites esenciales de T. 
vulgaris y O. vulgare, presentaban actividad antidermatofítica a 175 y 125 µg/mL 
respectivamente, contra M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. 
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rubrum y E. floccosum. Además, el proceso de nanoencapsulación no afectó la actividad 
antidermatofítica de los dos aceites contra al menos cuatro de los seis dermatofitos. 
 
Se estableció que la nanoencapsulación de los aceites esenciales favorece la deposición 
de los componentes más volátiles en la superficie de la piel, en las primeras 6 h; además, 
la deposición de los componentes menos volátiles fue favorecida en la piel, después de 
24 h. De esta forma se evidenció la propiedad protectora de los sistemas 
nanoparticulados, así mismo, se expuso la capacidad de liberar de forma controlada los 
aceites esenciales contenidos en dichas formulaciones de nanocápsulas.  
 
Finalmente, se estableció que en las nanopartículas cargadas con clotrimazol, la tasa de 
encapsulación y el número de partículas en contacto con la piel, influyen directamente 
en la acumulación del CLT en la superficie de la piel. Sin embargo, la densidad de carga 
superficial de las nanopartículas es un factor clave en la interacción con la piel 
favoreciendo la deposición de las nanopartículas con carga positiva en la superficie de la 
piel asegurando su efecto antimicótico. 
 
En conclusión, las formulaciones de nanocápsulas cargadas con los aceites esenciales 
fueron capaces de inhibir el crecimiento de cepas de dermatofitos, así como, favorecer la 
deposición de los aceites sobre las diferentes capas de la piel y, adicional a esto, no 
fueron capaces de inducir ni efecto citotóxico, ni fototóxico. De esta forma, las 
formulaciones de nanocápsulas desarrolladas en el presente trabajo son una alternativa 
con un elevado potencial para ser empleadas como coadyuvantes para mejorar el 
tratamiento de las micosis superficiales 
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IX. PERSPECTIVAS 
 
Esta investigación pone en evidencia el uso potencial de nanopartículas como alternativa 
en el tratamiento de infecciones en la piel causadas por dermatofitos. Ya que, se 
obtuvieron formulaciones de NC con un elevado potencial para ser administradas de 
forma segura, además de conservar su efecto antifúngico a pesar de los procesos de 
manipulación durante su formulación. Por último, estas formulaciones fueron capaces de 
penetrar y depositarse en la superficie de la piel. Aunque es necesario realizar estudios 
más profundos sobre las formulaciones de NC en función de su actividad in vivo, 
actividad antifúngica, citotoxicidad y liberación. Este proyecto permitió dar la pauta para 
entender ciertos rasgos y características que poseen este tipo de formulaciones como 
potenciales vehículos acarreadores de productos naturales biológicamente activos.  
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